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t h e 1 8 m i l l i o n d e a t h s p e r y e a r f r o m d i a r r h e a l d i s e a s e . T h e m a j o r i t y o f t h e s e d e a t h s o c c u r
i n c h i l d r e n u n d e r f i v e y e a r s o f a g e b e c a u s e t h e y a r e e s p e c i a l l y s u s c e p t i b l e t o t h e e f fe c t s
o f d i a r r h e a l d i s e a s e . I n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s l a c k o f i n f r a s t r u c t u r e m e a n s m a n y p e o p l e
m u s t d r i n k w a t e r f r o m u n p r o t e c t e d , p o t e n t i a l l y p o l l u t e d s o u r c e s (B r o w n e t a l . , 2 0 0 8 ;
C u r t i s a n d C a im c r o s s , 2 0 0 3 ; WH O 2 0 0 4 ) . O n e o f t h e a im s o f t h e M i l l e n n i u m
D e v e l o p m e n t G o a l s , a s s e t f o r t h b y t h e U n i t e d N a t i o n s i n 2 0 0 0 , i s t o h a l v e by 2 0 15 t h e
n u m b e r o f p e o p l e w i t h o u t a c c e s s t o s a f e dr i n k i n g w a t e r , a n d i n Pr e s i d e n t O b a m a
'
s
i n a u g u r a l s p e e c h h e p l e d g e d t o t h e p e o p l e o f p o o r n a t i o n s t o w o r k a l o n g s i d e t h e m t o
" l e t
c l e a n w a t e r f l o w
"
(U N , 2 0 02 ; O b a m a , 2 0 0 9) .
I n o r d e r t o r e a c h t h e s e g o a l s , i t i s n e c e s s a r y t o i d e n t i fy w h e r e d r i n k i n g w a t e r i s
u n s a f e b e f o r e w o r k c a n b e d o n e t o im p r o v e i t . D e t e c t i o n o f E s c h e r i c h i a c o l i i s t h e m o s t
w i d e l y a c c e p t e d m e t h o d f o r m e a s u r i n g t h e m i c r o b i a l q u a l i t y o f dr i n k i n g w a t e r t h a t i s a t
r i s k f o r f e c a l c o n t a m i n a t i o n T h e i n d i c a t o r o r g a n i s m E c o l i i s t h e s t a n d a r d i n d i c a t o r o f
f e c a l c o n t a m i n a t i o n i n d r i n k i n g w a t e r , e n d o r s e d b y t h e U S E P A a n d t h e WH O , a n d h a s
b e e n s h o w n t o b e a s s o c i a t e d w i t h d i a r r h e a l d i s e a s e r i s k (M o e e t a l . , 1 9 9 1 ) . H o w e v e r ,
c u r r e n t l y a p p r o v e d m e t h o d s f o r t h e e n u m e r a t i o n o f E c o l i i n d r i n k i n g w a t e r s a m p l e s
r e q u i r e t h e u s e o f s p e c i a l i z e d e q u i p m e n t , i n c l u d i n g a n e l e c t r i c a l l y p o w e r e d i n c u b a t o r , a n d
e n t a i l c o m p l i c a t e d p r o c e d u r e s t h a t m u s t b e p e r f o r m e d b y t r a i n e d p e r s o r m e l .
M a n y a r e a s o f t h e w o r l d t h a t l a c k a c c e s s t o i m p r o v e d d r i n k i n g w a t e r s o u r c e s a r e
l o c a t e d i n r e m o t e r u r a l r e g i o n s w h e r e l i t t l e i s k n o w n a b o u t t h e q u a l i t y o f s o u r c e s
h o u s e h o l d s u s e f o r dr i n k i n g w a t e r . I n s u c h l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s , w h i c h m a y a l s o b e
v e r y i s o l a t e d , a c c e s s i b l e m e t h o d s f o r d e t e r m i n i n g t h e q u a l i t y o f dr i n k i n g w a t e r s o u r c e s
a r e l a c k i n g . S t a n d a r d m e t h o d s u s e d t o m o n i t o r m i c r o b i a l w a t e r q u a l it y f o r r e g u l a t o r y
c o m p l i a n c e i n d e v e l o p e d c o u n t r i e s m a y b e e x t r e m e l y d i f fi c u l t t o u s e i n t h e s e t y p e s o f
s e t t i n g s F o r e x a m p l e , t h e U S E PA p r o c e d u r e s f o r m i c r o b i a l a n a l y s i s o f w a t e r s a m p l e s
s t a t e t h a t t h e s a m p l e m u s t b e k e p t b e t w e e n 1 - 4
°
C du r i n g t r a n s i t a n d s h o u l d b e a n a l y z e d a s
s o o n a s p o s s i b l e a ft e r c o l l e c t i o n a n d n o t m o r e t h a n 3 0 h o u r s p o s t - c o l l e c t i o n (U S E PA ,
2 0 0 2 ) . I t i s d i f fi c u l t t o a c h i e v e t h i s i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s a n d t h e q u a l it y o f a n a l y s i s o f
a s a m p l e t h a t d o e s n o t f o l l o w t h e s e g u i d e l i n e s w i l l b e c o m p r o m i s e d .
T h e r e f o r e
,
t h e r e i s a n e e d f o r a l o w - c o s t
, p o r t a b l e , s i m p l e m e t h o d t h a t d o e s n o t
r e q u i r e a n i n c u b a t o r a n d c a n b e p e r f o r m e d o n - s i t e , t o de t e r m i n e t h e m i c r o b i a l q u a l i t y o f
d r i n k i n g w a t e r i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s . T h e p u r p o s e o f t h i s s t u dy w a s t o e v a l u a t e a
n o v e l c o m p a r t m e n t a l i z e d b a g t e st (C B T ) m e t h o d f o r q u a n t i f y i n g E c o l i i n dr i n k i n g w a t e r
s a m p l e s . T h i s n e w t e s t u s e s a l a u r y l t r y p t o s e b r o t h (L T B ) m e d i u m w i th t h e a d d i t i o n o f 5-
b r o m o - 4 - c h l o r o - 3 - i n d o l y l - b e t a - D - g l u c u r o n i c a c i d (X - g l u c ) , a n d c o m p a r e s t h e m e th o d
a g a i n s t a g o l d s t a n d a r d q u a n t i fi c a t i o n m e t h o d , I D E X X C o l i l e r t ® Qu a n t i t r a y 2 0 0 0 (QT ),
t o a s s e s s t h e e f f e c t i v e n e s s o f t h i s n e w m e t h o d f o r u s e i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s c o m p a r e d
t o t h e o t h e r c u r r e n t l y a v a i l a b l e a n d a c c e p t e d m e t h o d .
1. 1 O b j e c t i v e s
i . T o c o m p a r e d i f f e r e n t c o l i f o r m m e d i a s u p p l e m e n t e d w i th X - g l u c a s w e l l
a s t h e c o n c e n t r a t i o n o f X - G l u c i n t h e m e d i a f o r o p t im u m d e t e c t i o n o f E c o l i i n
f e c a l l y c o n t a m i n a t e d w a t e r s a m p l e s
i i T o c o m p a r e a n e w l o w - c o s t m e t h o d f o r t h e q u a n t i f i c a t i o n o f Z c o l i i n
d r i n k i n g w a t e r s o u r c e s t o a U S E P A - a p p r o v e d g o l d s t a n d a r d m e t h o d , I D E X X
C o l i l e r t ® Qu a n t i t r a y 2 0 0 0 .
i i i T o s t a t i s t i c a l l y c o m p a r e t h e n u m b e r s o f £
■
c o l i d e t e c t e d b y t h e C B T
c o m p a r e d t o t h e QT
i v
.
T o s t a t i s t i c a l l y c o m p a r e t h e n u m b e r s o i E c o l i d e t e c t e d b y th e C B T
c o m p a r e d t o t h e QT a t t h r e e i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s , 2 7 , 3 7 , a n d 4 4 5
° C .
V T o a s s e s s t h e a p p r o p r i a t e n e s s o f t h e C B T m e t h o d f o r u s e i n l o w -
r e s o u r c e s e t t i n g s c o m p a r e d t o t h e o t h e r c u r r e n t l y a v a i l a b l e m e th o d s .
1 . 2 E x p e r im e n t a l D e s i g n
A s a fi r s t s t e p i n t h e d e v e l o p m e n t a n d e v a l u a t i o n o f a n e w C B T m e t h o d
f o r d e t e c t i n g E c o l i i n w a t e r , i t w a s n e c e s s a r y t o d e t e r m i n e w h i c h o f tw o w i d e l y u s e d
c o l i f o r m m e d i a
,
l a u r >
' l t r y p t o s e b r o t h (L T B ) a n d E C m e d i u m , w h e n s u p p l e m e n t e d w i t h
t h e c h r o m o g e n i c B e t a - g l u c u r o n i d e X - g l u c , w a s m o s t e f f e c t i v e f o r t h e c u l t u r e o i E . c o l i .
I n t h e s e c o m p a r i s o n s , b o t h m e d i a w e r e e v a l u a t e d o n t h e b a s i s o f w h i c h m e d i u m w a s m o s t
s im i l a r t o t h e C o l i l e r t , a c o l i f o r m m e d i u m w i t h t h e fl u o r o g e n i c B e t a - g l u c u r o n i d e
s u b s t r a t e s M U G , t o d e t e c t E c o l i i n w a t e r s a m p l e s i n m o s t p r o b a b l e n u m b e r a s s a y s . I n
o r d e r t o o p t im i z e E . c o l i d e t e c t i o n i n t h e s e l e c t e d m e d i u m b y v i s u a l e x a m i n a t i o n fo r t h e
c o l o r c h a n g e p r o d u c e d b y h y d r o l y s i s o f t h e X - g l u c c h r o m o g e n u s i n g t h e m i n im u m
e ff e c t i v e c o n c e n t r a t i o n o f i t , d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s ( I X (0 . 3 7 14 g /L ) , 0 5 X (0 . 1 8 5 7
g /L ) , 0 . 3 X (O. I l 14 g / L ) , O . I X (0 . 0 3 7 14 g /L )) o f X - g l u c w e r e e v a l u a t e d o n t h e b a s i s o f E
c o l i q u a n t i f i c a t i o n i n t h e C B T c o m p a r e d t o r e s u l t s o b t a i n e d b y C o l i l e r t QT a s a g o l d
s t a n d a r d . T h e e x p e r i m e n t s w e r e i n t e n d e d t o d e t e r m i n e w h i c h X - g l u c c o n c e n t r a t i o n
p r o d u c e d b o t h m a x im u m E c o l i c o n c e n t r a t i o n s a s w e l l a s e a s i l y r e a d a b l e c o l o r c h a n g e
r e s u l t s i n t h e C B T i n o r d e r t o i d e n t i f y t h e m i n im u m e f f e c t i v e a n d t h e r e f o r e t h e m o s t c o s t -
e f f e c t i v e c o n c e n t r a t i o n r e q u i r e d .
I n o r d e r t o d e t e r m i n e i f t h e C B T w o u l d p e r f o r m e f f e c t i v e l y u n d e r c o n d i t i o n s
e x p e c t e d i n t h e fi e l d u s i n g a m b i e n t t e m p e r a t u r e i n c u b a t i o n , m e th o d p e r f o r m a n c e w a s
c o m p a r e d t o t h e C o l i l e r t QT s t a n d a r d f o r E c o l i q u a n t i fi c a t i o n a t i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s
o f 4 4 . 5 ' ' C
,
3 7 ° C a n d 2 7
°
C a n d i n c u b a t i o n t im e s o f 2 4 a n d 4 8 h o u r s u s i n g n a t u r a l s u r f a c e
w a t e r s a m p l e s a n d s a m p l e s s p i k e d w i t h p r im a r y s e w a g e e f fl u e n t B e c a u s e n o n - s t a n d a r d
m e d i a a n d i n c u b a t i o n c o n d i t i o n s w e r e b e i n g c o n s i d e r e d f o r t h e C B T f o r E c o l i
q u a n t i fi c a t i o n i n w a t e r , i t w a s o f i n t e r e s t t o de t e r m i n e i f t h e r a t e o f b i o c h e m i c a l l y -
c o n fi r m e d E c o l i p r e s e n c e i n c o l o r - p o s i t i v e C B T c h a m b e r s w a s c o m p a r a b l e t o t h a t o f
fl u o r e s c e n c e - p o s i t i v e w e l l s i n t h e C o l i l e r t QT t e s t . T h e p r e s e n c e o f E c o l i i n p o s i t i v e
c o m p a r t m e n t s o f t h e C B T w a s d e t e r m i n e d b i o c h e m i c a l l y u s i n g t h e E n t e r o t u b e
^ "^
11 t e s t
a n d t h e r e s u l t s w e r e u s e d t o c a l c u l a t e t h e s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y o f t h e C B T f o r E c o l i
de t e c t i o n .
B a s e d o n t h e r e s u l t s o f t h e s e m e t h o d o p t im i z a t i o n a n d c o m p a r i s o n s t u d i e s a n d a
s e t o f a d d i t i o n a l p r e - d e t e r m i n e d c r i t e r i a t h e a p p r o p r i a t e n e s s o f t h e C B T m e th o d w a s
a s s e s s e d f o r i t s p o t e n t i a l t o b e e f f e c t i v e l y u s e d i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s .
2 . R e v i e w o f t h e L i t e r a t u r e
F e c a l c o n t a m i n a t i o n o f dr i n k i n g w a t e r i s t h e m a i n c a u s e o f d i a r r h e a l i l l n e s s i n
l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s . M a n y o f t h e s e c a s e s o f i l l n e s s c o u l d b e a v o i d e d i f t h e r e e x i s t e d a
l o w - c o s t t e s t t o d e t e r m i n e t h e q u a l i t y o f d r i n k i n g w a t e r t h a t c o u l d b e p e r f o r m e d b y b o t h
t e c h n i c a l a n d n o n - t e c h n i c a l u s e r s . I f s u c h a t e s t w e r e a v a i l a b l e t o a f a m i l y o r c o m m u n i t y
i n a l o w - r e s o u r c e s e t t i n g , t h e y w o u l d b e i n f o r m e d o f w h e t h e r t h e i r c u r r e n t dr i n k i n g w a t e r
s o u r c e i s s a f e , o r w h e t h e r t h e y s h o u l d s e e k o t h e r s o u r c e s o f d r i n k i n g w a t e r o r u s e
d i s i n f e c t i o n t r e a t m e n t b e f o r e c o n s u m p t i o n . T h e s a m e i s t r u e f o r s i t u a t i o n s f o l l o w i n g
n a t u r a l d i s a s t e r s i n w h i c h w a t e r i n f r a s t r u c t u r e m a y b e im p a i r e d a n d t h u s d r in k i n g w a t e r
q u a l i t y m a y b e c o m p r o m i s e d . C u r r e n t m e t h o d s a r e n o t a p p r o p r i a t e f o r l o w - r e s o u r c e
s e t t i n g s ; h o w e v e r , t h e c o m p a r t m e n t a l i z e d b a g t e s t (C B T ) o f f e r s a n a l t e r n a t iv e t o t h e r e s t
t h a t e n a b l e i t s u s a g e i n t h e s e s e t t i n g s .
2 . 1 C h a r a c t e r i s t i c s o f a n I d e a l I n d i c a t o r O r g a n i s m
I n d e t e r m i n i n g t h e m i c r o b i a l q u a l i t y o f d r i n k i n g w a t e r , i t i s n o t i d e a l t o a t t e m p t t o
d i r e c t l y e n u m e r a t e t h e n u m b e r o f p a t h o g e n s p r e s e n t i n t h e w a t e r . T h i s w o u l d p o s e a
h e a l t h r i s k t o t h e e n u m e r a t o r
,
w o u l d b e m o r e t im e - c o n s u m i n g a n d c o s t l y , a n d w o u l d n o t
b e a s a c c u r a t e b e c a u s e t h e a b s e n c e o f o n e p a t h o g e n d o e s n o t r e p r e s e n t t h e a b s e n c e o f
o t h e r s H o w e v e r , i t i s im p o r t a n t t o d e t e r m i n e i f m i c r o b i a l p a t h o g e n s a r e l i k e l y p r e s e n t i n
dr i n k i n g w a t e r b e c a u s e t h e y p o s e a r i s k t o h u m a n h e a l t h ; w a t e r s c o n t a m i n a t e d w i t h
h u m a n o r a n im a l f e c e s a r e l i k e l y t o c o n t a i n h u m a n e n t e r i c p a t h o g e n s (S c o t t e t a l , 2 0 0 2 ) .
F e c a l i n d i c a t o r s a r e a g r o u p o f o r g a n i s m s t h a t i n d i c a t e t h e p r e s e n c e o f f e c a l
c o n t a m i n a t i o n - t h e y i n f e r t h a t p a t h o g e n s m a y b e p r e s e n t (WH O , 2 0 0 1 ) . T h e c u r r e n t
b a c t e r i a l i n d i c a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n u s e d i n w a t e r q u a l i t y a n a l y s i s a r e t o t a l
c o l i f o r m s (T C ) , f e c a l c o l i f o r m s (F C ) , E c o l i , a n d e n t e r o c o c c i . T h e s e a r e a l l p r e s e n t i n
t h e i n t e s t i n e s a n d f e c e s o f w a r m - b l o o d e d m a m m a l s , i n c l u d i n g h u m a n s a n d l iv e s t o c k , t h e
m o s t c o m m o n s o u r c e s o f dr i n k i n g w a t e r f e c a l c o n t a m i n a t i o n (H o r a n , 2 0 0 3 ) A n i d e a l
i n d i c a t o r s h o u l d :
B e p r e s e n t w h e n e v e r t h e p a t h o g e n s a r e p r e s e n t ;
B e p r e s e n t o n l y w h e n t h e p r e s e n c e o f p a t h o g e n s i s a n i m m i n e n t da n g e r (i . e . , t h e y
m u s t n o t p r o l i f e r a t e t o a n y g r e a t e r e x t e n t i n t h e a q u e o u s e n v i r o n m e n t ) ;
O c c u r i n m u c h gr e a t e r n u m b e r s t h a n t h e p a th o g e n s ;
B e m o r e r e s i s t a n t t o d i s i n f e c t a n t s a n d t o t h e a q u e o u s e n v i r o n m e n t t h a n t h e
p a t h o g e n s ;
G r o w r e a d i l y , o n s im p l e m e d i a ;
B e r a n d o m l y d i s t r i b u t e d i n t h e s a m p l e t o b e e x a m i n e d , o r i t s h o u l d b e p o s s i b l e t o
o b t a i n a u n i f o r m d i s t r i b u t i o n b y s im p l e h o m o g e n l z a t i o n p r o c e du r e s ;
N o t b e s e r i o u s l y i n h i b i t e d i n t h e i r g r o w t h b y t h e p r e s e n c e o f o t h e r b a c t e r i a ;
B e n o n - p a t h o g e n i c t o h u m a n s ; a n d
B e r e a d i l y d e t e c t e d i n l o w n u m b e r s r e l i a b l y , r a p i d l y , a n d a t l o w c o s t .
(N a t i o n a l R e s e a r c h C o u n c i l o f t h e N a t i o n a l A c a d e m i e s , 2 0 0 4 )
N o i n d i c a t o r p o s s e s s e s a l l o f t h e s e c h a r a c t e r i s t i c s , b u t s o m e a r e m o r e i d e a l t h a n
o t h e r s W h i l e t r a d it i o n a l l y T C a n d F C h a v e b e e n u s e d a s i n d i c a t o r s o f f e c a l
c o n t a m i n a t i o n
,
i t h a s r e c e n t l y c o m e t o l i g h t t h a t t h e y d i f f e r f r o m t h e p a t h o g e n s t h e y
r e p r e s e n t i n t h e i r p r e v a l e n c e a n d r e s i s t a n c e t o s t r e s s (S c o t t e t a l . , 2 0 0 2 ) . A s t u dy b y M o e
e t a l . ( 19 9 1) f o u n d e n t e r o c o c c i a n d E c o l i p r e v a l e n c e i n t r o p i c a l dr i n k i n g w a t e r s t o
c o r r e l a t e b e t t e r t h a n t o t a l a n d f e c a l c o l i f o r m s w i t h d i a r r h e a p r e v a l e n c e , i n d i c a t in g t h a t t h e
f i r s t t w o a r e m o r e s p e c i f i c i n d i c a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n o f d r i n k i n g w a t e r t h a n t h e
c o l i f o r m g r o u p s . F o r t h e p u r p o s e s o f t h e c o m p a r t m e n t a l i z e d b a g t e s t u s e d i n t h i s s t u d y ,
w h i c h w i l l i n m a n y c a s e s b e u s e d t o d e t e r m i n e i f f e c a l c o n t a m i n a t i o n e x i s t s i n w a t e r a t
t h e h o u s e h o l d l e v e l a n d t h u s b e d i r e c t l y r e l a t e d t o p r e v e n t i o n o f d i a r r h e a l d i s e a s e , E c o l i
w a s t h e i n d i c a t o r o f c h o i c e . I n a d d i t i o n t o c o r r e l a t i n g w i t h d i a r r h e a l d i s e a s e p r e v a l e n c e ,
i t i s a n i d e a l i n d i c a t o r f o r t h i s t e st b e c a u s e i t i s n o t n e c e s s a r i l y p a t h o g e n i c t o h u m a n s , i s
p r e s e n t i n m u c h l a r g e r n u m b e r s i n w a t e r t h a n p a t h o g e n s , a n d i s a b l e t o b e d e t e c t e d i n l o w
n u m b e r s .
2 . 2 C u r r e n t M e t h o d s f o r D e t e c t i n g E . c o l i i n W a t e r
T h e t hr e e c u r r e n t E PA - a p p r o v e d s t a n d a r d m e t h o d s f o r d e t e c t i n g E c o l i i n d r i n k i n g
w a t e r s o u r c e s a r e m e m b r a n e fi l t r a t i o n u s i n g e i t h e r B i o - R a d R A P I D E c o l i 2 ^ ^ a g a r
(B i o R a d ) o r B D M I a g a r (M I ) , m u l t i p l e t u b e f e r m e n t a t i o n (M T F ), a n d c hr o m o g e n i c
s u b s t r a t e t e s t s
, s u c h a s I D E X X C o l i l e r t ® Qu a n t i t r a y 2 0 0 0 (C o l i l e r t ) . A n o t h e r E P A -
a p p r o v e d c h r o m o g e n i c s u b s t r a t e t e s t t h a t i s u s e d l e s s f r e q u e n t l y i s C o l i s c a n ^ '^ E a s y g e l ®
(E a s y g e l ) . A l l o f t h e s e t e s t s r e q u i r e r e s o u r c e s t h a t a r e n o t r e a d i l y a v a i l a b l e i n m o s t
r e s o u r c e - p o o r s e t t i n g s , s u c h a s i n r u r a l a r e a s o f d e v e l o p i n g c o u n t r i e s W h i l e t h e s e
m e t h o d s a r e a p p r o p r i a t e f o r t e s t i n g w a t e r i n d e v e l o p e d c o u n t r i e s w h e r e t r a i n e d p e r s o n n e l ,
e l e c t r i c i t y , a n d e x p e n s i v e l a b o r a t o r y e q u i p m e n t a r e a v a i l a b l e , m o s t r u r a l r e g i o n s o f
d e v e l o p i n g c o u n t r i e s w i l l n o t h a v e a c c e s s t o a n y o f t h e s e r e q u i r e m e n t s . T h e r e f o r e , t h e y
w i l l n o t b e a b l e t o a c c u r a t e l y a s s e s s t h e q u a l i t y o f t h e i r d r i n k i n g w a t e r .
T h e m e m b r a n e fi l t r a t i o n m e t h o d e n u m e r a t e s E . c o l i c o l o n i e s o n a g a r m e d i u m
w i t h i n 2 4 h o u r s (D u f o u r e t a l . , 1 9 8 1 ; E d b e r g e t a l . , 1 9 8 8) . T h i s m e t h o d i n v o l v e s fi l t e r i n g
b e t w e e n 10 m L a n d 9 0 m L o f s a m p l e w a t e r t h r o u g h a 0 4 5 |j m p o r o u s m e m b r a n e fi l t e r
u s i n g a fi l t e r f u r m e l a n d s i d e - a r m fi lt e r fl a s k w i t h v a c u u m s u c t i o n . T h e v a c u u m s u c t i o n
p u l l s t h e s a m p l e w a t e r t h r o u gh t h e m e m b r a n e , l e a v i n g t h e E c o l i b a c t e r i a e v e n l y
d i s t r i b u t e d a c r o s s t h e m e m b r a n e fi l t e r T h e m e m b r a n e fi l t e r i s t h e n t r a n s f e r r e d f r o m t h e
f i l t e r fi m n e l t o a n a g a r m e d i u m u s i n g a s t e r i l e t e c h n i q u e , s u c h a s t w e e z e r s d i p p e d i n 7 0%
e t h a n o l a n d p a s s e d t hr o u gh a fl a m e . T h e a g a r u s e d i s e i t h e r B i o - R a d RA P I D E c o l i 2
^ ^
a g a r (B i o R a d ) o r B D M I a g a r (M I ) . T h e a g a r p l a t e c o n t a i n i n g t h e m e m b r a n e fi l t e r i s t h e n
i n c u b a t e d a t 4 4 . 5 ° C f o r 18 - 2 4 h o u r s . I s o l a t e d E c o l i c o l o n i e s p r o d u c e a c o l o r a n d /o r
fl u o r e s c e u p o n e x p o s u r e t o l o n g - w a v e U V l i g h t . T h e l im i t o f d e t e c t i o n c a n b e h i g h ,
d e p e n d e n t u p o n d i l u t i o n o f s a m p l e w a t e r a n d s i z e o f m e m b r a n e fi l t e r a l l o w i n g f o r h i g h
n u m b e r s o f c o u n t a b l e c o l o n i e s . T h i s m e t h o d r e q u i r e s s e v e r a l e x p e n s i v e e l e m e n t s :
v a r i o u s l a b o r a t o r y e q u i p m e n t , e l e c t r i c i t y , a n d t r a i n e d p e r s o n n e l .
T h e m u l t i p l e t u b e f e r m e n t a t i o n (M T F ) m e t h o d g i v e s a m o s t - p r o b a b l e - n u m b e r
(M PN ) q u a n t i fi c a t i o n o f £
■
.
c o l i i n w a t e r s a m p l e s u s i n g l i q u i d E C m e d i u m (E d b e r g e t a l .
19 8 8) . T h i s m e t h o d u s e s s e v e r a l d i l u t i o n t u b e s r e qu i r i n g p r e c i s e m e a s u r e m e n t s u s i n g
s t e r i l e l a b o r a t o r y e q u i p m e n t . P o s i t i v e r e s u l t s t a k e 4 8 h o u r s a n d h a v e l o w e r p r e c i s i o n ,
t h o u g h t h i s t e c hn i q u e i s m o r e s e n s i t i v e . I t i s a t e d i o u s p r o c e d u r e r e q u i r i n g t r a i n e d
p e r s o n n e l , e l e c t r i c i t y , a n d e x p e n s i v e l a b o r a t o r y e q u i p m e n t , t h u s i t i s n o t a n a p p r o p r i a t e
m e t h o d f o r u s e i n r e s o u r c e - p o o r s e t t i n g s .
T h e I D E X X C o l i l e r t ® Qu a n t i t r a y 2 0 00 (C o l i l e r t ) m e t h o d i s w i d e l y u s e d i n t h e U S .
f o r q u a n t i f y i n g E c o l i i n w a t e r s a m p l e s . T h i s m e t h o d u s e s I D E X X Qu a n t i t r a y s a n d 100
m L b o t t l e s
,
a fl u o r o g e n i c m e d i a (C o l i l e r t ) , a n d a n I D E X X Qu a n t i t r a y s e a l e r , a l l o f w h i c h
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a r e e x p e n s i v e (f o r e x a m p l e , t h e s e a l e r c o s t s $4 0 0 0) , a n d t h e s e a l e r r e q u i r e s a n e l e c t r i c a l
p o w e r s o u r c e W a t e r s a m p l e s a r e p o u r e d i n t o t h e b o t t l e s i n 10 0 m L v o l u m e s a n d t h e
C o l i l e r t r e a g e n t i s a d d e d a n d s h a k e n u n t i l d i s s o l v e d . T h e s a m p l e i s t h e n p o u r e d i n t o a
Q u a n t i t r a y a n d r u n t h r o u g h t h e s e a l e r a n d t h e t r a y i s t h e n i n c u b a t e d a t 4 4 5
°
C f o r 2 4
h o u r s . T h e r e s u l t s a r e r e a d u s i n g l o n g - w a v e U V l i g h t a n d t h e c o n c e n t r a t i o n o f E c o l i a s
a n M P N v a l u e p e r 10 0 m L s a m p l e i s d e t e r m i n e d . Qu a n t i t r a y 2 0 0 0 c a n e n u m e r a t e f r o m
1- 2 , 4 19 c o l o n i e s , g i v i n g a w i d e r a n g e o f v a l u e s . W h i l e s im p l e r t h a n t h e p r e v i o u s t w o
m e t h o d s
,
t h i s m e t h o d i s t h e m o s t e x p e n s i v e o n a c c o u n t o f t h e r e qu i r e d p u r c h a s e o f a
Q u a n t i t r a y s e a l e r .
C o l i s c a n T M E a s y g e l ® (E a s y g e l ) o n l y r e q u i r e s a 5 m L s a m p l e o f w a t e r , a b o t t l e
c o n t a i n i n g t h e E a s y g e l m e d i a , a n d a p e t r i d i s h . T h e s a m p l e w a t e r i s m i x e d i n t h e b o t t l e
w i t h t h e E a s y g e l m e d i a , p o u r e d i n t o a p r e - t r e a t e d p e t r i d i s h , a n d a l l o w e d t o s o l i d i f y f o r
4 0 m i n u t e s . T h e p e t r i d i s h i s t h e n i n c u b a t e d a t 4 4 . 5
°
C f o r 2 4 h o u r s . W h i l e s im p l e , t h i s
m e t h o d s t i l l r e q u i r e s t r a i n e d p e r s o n n e l , l a b o r a t o r y e q u i p m e n t , a n d e l e c t r i c i t y . F u r t h e r ,
t h e s m a l l s a m p l e s i z e l im i t s t h e d e t e c t i o n l im i t f o r E . c o l i .
2 . 3 C r i t e r i a f o r M e t h o d S u i t a b l e f o r U s e i n L o w - R e s o u r c e S e t t i n g s
T h e E P A - a p p r o v e d m e t h o d s t h a t h a v e b e e n d i s c u s s e d t h u s f a r w e r e a l l d e v e l o p e d i n
t h e U . S . w it h th e i n t e n t i o n o f b e i n g p e r f o r m e d i n a l a bo r a t o r y s e t t i n g w i t h a l l r e q u i r e d
m a t e r i a l s r e a d i l y a v a i l a b l e . S i n c e m a n y o f t h e s e m e t h o d s r e qu i r e t h e u s e o f h i g h l y
t e c hn i c a l e q u i p m e n t , t r a i n e d p e r s o n n e l , a n d e l e c t r i c i t y , i t w o u l d b e d i f f i c u l t t o m o d i f y
t h e m f o r q u a l i t y p e r f o r m a n c e i n a l o w - r e s o u r c e s e t t i n g . S e v e r a l c r i t e r i a m u s t b e
c o n s i d e r e d w h e n e v a l u a t i n g a m e th o d f o r u s e i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s . T h e s e c r i t e r i a a r e
s u mm a r i z e d b e l o w . T a b l e 1 c o m p a r e s e a c h m e t h o d b y c r i t e r i o n . T h e fo l l o w i n g
a b b r e v i a t i o n s a r e u s e d i n t h e t a b l e t o d e s c r i b e e a c h m e t h o d : m u l t i p l e t u b e f e r m e n t a t i o n
(M T F) , m e m b r a n e fi l t r a t i o n (M F ) , C o l i l e r t Qu a n t it r a y 2 0 0 0 (QT ) , a n d C o l i s c a n E a s y g e l
(E G ) .
C r it e r i a t o c o n s i d e r f o r a s u i t a b l e m e t h o d f o r d e t e r m i n i n g E c o l i c o n c e n t r a t i o n i n
w a t e r s a m p l e s i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s :
V o l u m e o f s a m p l e r e q u i r e d
Qu a n t i f i c a t i o n m e t h o d
N e e d f o r e l e c t r i c i t y
N e e d f o r t e c h n i c a l / s u p p l e m e n t a l e q u i p m e n t / t r a i n i n g
Sim p l i c i t y o f t e s t m e th o d (n u m b e r o f s t e p s r e q u i r e d )
P o r t a b i l i t y / r o b u s t n e s s / c o m p a c t n e s s o f t e s t
R e a d i l y d e t e c t a b l e e n d p o i n t
R a p i d i t y o f r e s u l t s
R a n g e o f r e s u l t s
Ch r o m o g e n v s . f l u o r o g e n
Se n s i t i v i t y
Sp e c i fi c i t y (t o d e s i r e d t a r g e t o r g a n i s m )
Pr e c i s i o n
P e r f o r m a n c e a t a m b i e n t t e m p e r a t u r e
U n i t c o s t
(N a t i o n a l R e s e a r c h C o u n c i l o f t h e N a t i o n a l A c a d e m i e s , 2 0 04 ; L u s k , 2 0 0 8)
1 0
T a b l e 1 . C o m p a r i s o n o f C u r r e n t E . c o l i D r i n k i n g W a t e r T e s t s , b y C r i t e r i o n
M T F M F Q T E G
S a m p l e V o l u m e
Se v e r a l
r e p e a t e d
( 10 0 m L
t o t a l )
1 m L
,
1 0
m L
,
l OO m L
10 0 m L
1 m L o r 5
m L
Q u a n t i f i c a t i o n
M e t h o d M PN
C o u n t a b l e
c o l o n i e s
M P N
C o u n t a b l e
c o l o n i e s
E l e c t r i c i t y n e e d Y e s Y e s Y e s Y e s
S u p p l e m e n t a l
e q u i p m e n t
Y e s Y e s Y e s Y e s
# o f St e p s M u l t i p l e M u lt i p l e 4 St e p s 4 St e p s
P o r t a b l e N o N o N o N o
R o b u s t N o N o S o m e w h a t S o m e w h a t
C o m p a c t N o N o N o N o
R e a d i l y d e t e c t a b l e
e n d p o i n t
Y e s Y e s Y e s Y e s
R a p i d r e s u l t s
U p t o 4 8
H r s
2 4 H r s 18 - 2 4 H r s 2 4 H r s
R a n g e o f r e s u l t s H i g h L o w t o H i g h H i g h L o w t o H i g h
C h r o m o g e n v s .
fl u o r o g e n
B o t h C hr o m o g e n B o t h C hr o m o g e n
S e n s i t iv i t y Y e s Y e s Y e s N o
S p e c i fi c i t y Y e s Y e s Y e s N o t a s g o o d
P r e c i s i o n Y e s Y e s Y e s M a y b e
W o r k s a t a m b i e n t
t e m p
M a y b e M a y b e Y e s M a y b e
U n i t c o s t (n o t
i n c l u d i n g c o s t o f
i n c u b a t o r )
H i g h H i g h
$ 5 . 2 5 p e r
s a m p l e p l u s
t a x ; (p l u s
QT Se a l e r =
$4 0 0 0) *
$ 15 p e r
s a m p l e
* *
* (W e b e r Sc i e n t i f i c , 2 0 1 0)
* * (M i c r o l o g y L a b o r a t o r y , 2 0 0 7)
A b b r e v i a t i o n s : M T F = m u l t i p l e t u b e f e r m e n t a t i o n ; M F = m e m b r a n e f i l t r a t i o n ; QT =
I D E X X C o l i l e r t ® Qu a n t i t r a y 2 0 0 0 ; E G = C o l i s c a n ™ E a s y g e l ®
2 . 3 . 1 Sa m p l e V o l u m e
T h e s a m p l e v o l u m e o f w a t e r r e q u i r e d t o p e r f o r m a n a n a l y s i s i s a n im p o r t a n t a sp e c t
t o c o n s i d e r f o r l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s b e c a u s e t h e r e m a y n o t b e a d e q u a t e m e a s u r i n g
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v e s s e l s , e s p e c i a l l y f o r v e r y s m a l l v o l u m e s . H o w e v e r , t h e a b i l i t y o f a t e s t t o m e a s u r e
s e v e r a l d i f f e r e n t v o l u m e s a l l o w s fo r g r e a t e r p r e c i s i o n a n d a c c u r a c y i n q u a n t i f y i n g t h e
c o n c e n t r a t i o n o f £ c o l i . A t e s t t h a t u s e s a l a r g e r v o l u m e o f s a m p l e w a t e r w i l l b e b e t t e r
a b l e t o q u a n t i f y l o w l e v e l s o f E c o l i a n d w i l l h a v e a h i g h e r d e t e c t i o n l i m i t . T h e M T F
a n d QT m e t h o d s b o t h u t i l i z e a 10 0 m L t o t a l v o l u m e t h a t i s d i s p e r s e d i n t o s e v e r a l
d i f f e r e n t ly s i z e d v o l u m e s t h a t g i v e a m o s t - p r o b a b l e n u m b e r e s t im a t e o f t h e c o n c e n t r a t i o n
o f E c o l i p e r 10 0 m L T h i s a l l o w s f o r a h i g h d e t e c t i o n l im i t a n d h i gh p r e c i s i o n a n d
a c c u r a c y i n t h e r e s u l t s , e v e n a t l o w c o n c e n t r a t i o n s o f £ . c o l i . W h i l e t h e QT m e t h o d u s e s
Qu a n t it r a y s a n d t h e Qu a n t i t r a y s e a l e r t o e v e n l y d i s t r i b u t e t h e 10 0 m L s a m p l e i n t o t h e
v a r i o u s s i z e d v o l u m e c o m p a r t m e n t s , t h e M T F m e t h o d r e q u i r e s a p e r s o n t o m a n u a l l y
m e a s u r e a n d d i s t r i b u t e t h e s a m p l e i n t o n u m e r o u s t e s t t u b e s o f v a r y i n g v o l u m e s , m a k i n g
t h e t e s t m u c h m o r e d i f f i c u l t t o p e r f o r m i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s a n d w i t h u n t r a i n e d
p e r s o n n e l . T h e M P a n d E G m e th o d s r e q u i r e a s i n g l e v o l u m e o f s a m p l e w a t e r t o b e
a n a ly z e d . W i t h t h e M F m e t h o d , 1 m L , 10 m L , o r 10 0 m L v o l u m e s a m p l e s c a n b e
a n a l y z e d , a n d t h e s e s a m p l e s c a n b e d i l u t e d b e f o r e a n a l y s i s a l l o w i n g f o r a h i gh d e t e c t i o n
l im i t a n d r a n g e . W i t h t h e E G m e t h o d o n l y 1 m L o r 5 m L s a m p l e v o l u m e s c a n b e
a n a ly z e d , bu t i f d i l u t e d f i r s t c a n a l s o y i e l d a h i g h d e t e c t i o n l im i t . H o w e v e r , t h e s m a l l
v o l u m e s a m p l e s i z e u s e d i n t h e E G t e s t l o w e r s t h e t e s t s a b i l i t y t o d e t e c t a n d q u a n t i f y l o w
l e v e l s o f E c o l i . T h e e a s e o f t h e E G m e t h o d i s d e s i r a b l e fo r l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s ,
h o w e v e r , w i t h o u t t e s t i n g d i f f e r e n t d i l u t i o n s t h i s m e t h o d w i l l n o t b e a b l e t o g i v e r e s u l t s
o v e r a b r o a d r a n g e o f n u m b e r s . S i n c e p e r f o r m i n g a d i l u t i o n s e r i e s r e q u i r e s s p e c i a l i z e d
e q u i p m e n t a n d t r a i n e d p e r s o r m e l , b o t h t h e M F a n d E G m e t h o d s a r e n o t i d e a l f o r l o w -
r e s o u r c e s e t t i n g s .
1 2
2 . 3 . 2 Q u a n t i fi c a t i o n M e t h o d
B o t h t h e M T F a n d QT t e s t s i n v o l v e q u a n t i f y i n g t h e a m o u n t o f E c o l i p r e s e n t i n
w a t e r s a m p l e s b y a m o s t - p r o b a b l e n u m b e r (M PN ) m e th o d . T h e M PN m e t h o d i s u s e d t o
e s t im a t e t h e b a c t e r i a l d e n s i t y i n a w a t e r s a m p l e . I t i s b a s e d o n t w o a s s u m p t i o n s : t h a t t h e
E c o l i a r e d i s t r i b u t e d e v e n l y t h r o u g h o u t t h e s a m p l e a n d d o n o t h a v e a t e n d e n c y t o g r o u p ,
c l u s t e r
,
o r r e p e l o n e a n o t h e r ; a n d t h a t w h e n c u l t u r e d i n m e d i u m w i l l e x h i b i t g r o w t h
w h e n e v e r a t l e a s t o n e o r g a n i s m i s p r e s e n t (C o c hr a n , 1 9 5 0 ) . T h e M T F p r o c e d u r e r e q u i r e s
s e r i a l d i l u t i o n s a n d a l i q u o t s i n t o v a r i o u s v o l u m e s o f m e d i u m . A n a d v a n t a g e o f t h i s t e s t i s
t h a t p o s i t i v e a n d n e g a t i v e r e s u l t s a r e e a s i l y r e a d b y t h e n a k e d e y e ; h o w e v e r , c a l c u l a t i o n s
m u s t b e d o n e t o t u r n t h e s e o b s e r v a t i o n s i n t o a n a c t u a l e s t i m a t e o f t h e b a c t e r i a l d e n s i t y ,
w h i c h r e q u i r e s t r a i n e d p e r s o r m e l . I n t h e QT p r o c e du r e , t h e QT s e a l e r t a k e s c a r e o f t h e
d i l u t i o n s a n d a l i q u o t s , a n d t h e r e s u l t s c a n a l s o b e r e a d b y t h e n a k e d e y e
T h e M P a n d E G t e s t s g i v e r e s u l t s i n t h e f o r m o f c o u n t a b l e c o l o n i e s o f £ c o l i . T h e
p r o c e s s o f c o u n t i n g t h e s e c o l o n i e s c a n b e t e d i o u s , t im e - c o n s u m i n g , a n d o f t e n r e q u i r e s t h e
a i d o f a l i g h t e d m a g n i f i e r a n d t a l l y c o u n t e r . W i t h t h e M P t e s t , d e p e n d i n g o n t h e t y p e o f
m e d i a u s e d
,
t h e r e c a n a l s o b e i s s u e s w i t h b a c k g r o u n d g r o w t h i n t e r f e r e n c e f r o m o t h e r
o r g a n i s m s , a d d i n g d i f f i c u l t y t o t h e p r o c e s s o f c o u n t i n g s t r i c t l y E c o l i c o l o n i e s . I n h i g h
E c o l i c o n c e n t r a t i o n s w i t h b o t h m e t h o d s , t h e n u m b e r o f d i s c r e t e c o l o n i e s t h a t c a n b e
a c c u r a t e l y c o u n t e d l im i t s t h e e n u m e r a t i o n o f E . c o l i .
2
. 3 . 3 N e e d f o r E l e c t r i c i t y
I n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s a r e l i a b l e e l e c t r i c a l s o u r c e i s o ft e n n o t a v a i l a b l e . A l l o f t h e
c u r r e n t l y a v a i l a b l e t e s t s r e q u i r e e l e c t r i c i t y i n s o m e w a y s i n c e t h e y a l l r e q u i r e t h e u s e o f
a n i n c u b a t o r a n d th e y a l l r e q u i r e t h a t s o m e c o m p o n e n t o f t h e t e s t b e r e f r i g e r a t e d o r f r o z e n
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p r i o r t o u s e . T h e Q T t e s t i s t h e m o s t e n e r g y - i n t e n s i v e i n t h a t i t r e q u i r e s t h e u s e o f t h e QT
s e a l e r
,
a m a c h i n e t h a t m u s t b e c o r m e c t e d t o a n e l e c t r i c a l s o u r c e f o r t h e d u r a t i o n o f i t s u s e
,
r e q u i r e s i n c u b a t i o n f o r 2 4 h o u r s , a n d i t r e q u i r e s t h e u s e o f a U V l a m p t o d e t e r m i n e i f
c o m p a r t m e n t s a r e p o s i t i v e f o r E c o l i . F u r t h e r , w i t h a l l t h e t e s t s , a l l c o n t a m i n a t e d
m a t e r i a l s m u s t b e d i s i n f e c t e d a f te r u s e
,
b e f o r e d i s p o s a l . I n s t a n d a r d l a b o r a t o r y p r a c t i c e i n
t h e U . S . t h i s i s d o n e b y u s e o f a n a u t o c l a v e , w h i c h s t e r i l i z e s e q u i p m e n t a n d h a z a r d o u s
w a s t e u s i n g h i g h p r e s s u r e s t e a m f o r a d e t e r m i n e d a m o u n t o f t im e , a n d r e q u i r e s
c o n n e c t i o n t o a p o w e r s o u r c e . I n m a n y l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s h a z a r d o u s w a s t e i s
i n c i n e r a t e d o u t s i d e
,
b u t t h i s i s n o t i d e a l d u e t o i t s a d v e r s e e n v i r o n m e n t a l im p a c t .
2
.
3 . 4 N e e d f o r S u p p l e m e n t a l E q u i p m e n t
T h e n e e d f o r s u p p l e m e n t a l , t e c h n i c a l , o r s p e c i a l i z e d e q u i p m e n t t o p e r f o r m a t e s t i s
n o t i d e a l f o r l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s t h a t l i k e l y d o n o t h a v e a c c e s s t o s u c h e q u i p m e n t ,
t r a i n i n g t o u s e i t , o r a n a p p r o p r i a t e p l a c e t o u s e a n d s t o r e i t . A l l o f t h e s e t e s t s r e q u i r e t h e
u s e o f a n i n c u b a t o r i n s t a n d a r d p r a c t i c e . N o t o n l y d o e s a n i n c u b a t o r n e e d a p o w e r s o u r c e ,
i t a l s o m u s t b e k e p t i n a d r y , s a f e p l a c e , a n d k e p t c l e a n . T h e M T F m e t h o d r e q u i r e s t h e
u s e o f m a n y t e s t t u b e s f o r d i s t r i b u t i n g t h e v a r i o u s a l i q u o t s , p i p e t t e s f o r a c c u r a t e
m e a s u r e m e n t o f v o l u m e s
,
a n d a l a b b e n c h t o p e r f o r m t h e t e s t . T h e M F m e t h o d r e q u i r e s a
s i d e - a r m f i l t e r fl a s k
,
fi l t e r f u n n e l s , m e m b r a n e fi lt e r s , p i p e t t e s , p e t r i d i s h e s , t w e e z e r s ,
fl a m e s t e r i l i z e r
,
v a c u u m s u c t i o n
,
a n d a l a b b e n c h u p o n w h i c h t o p e r f o r m t h i s t e s t . Th e
QT m e t h o d r e q u i r e s a 10 0 m L v e s s e l , a C o l i l e r t r e a g e n t p a c k e t , a Q u a n t i t r a y , a n d t h e QT
s e a l e r t h a t m u s t b e s e t u p o n a s t u r d y s u r f a c e . T h e E G m e th o d o n l y r e q u i r e s a p r e - t r e a t e d
p e t r i d i s h a n d t h e m e d i u m
2 . 3 . 5 N u m b e r o f St e p s R e q u i r e d
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E a s e o f u s e i s a n i m p o r t a n t a t t r i b u t e o f a t e s t t h a t w i l l p o t e n t i a l l y b e p e r f o r m e d b y
n o n - t e c hn i c a l p e o p l e a t t h e h o u s e h o l d l e v e l i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s . W h i l e i t i s p o s s i b l e
t o i n c l u d e w r i t t e n a n d/ o r p i c t u r e i n s t r u c t i o n s w i t h a n y t e s t , t h e f e w e r s t e p s a p e r s o n m u s t
p e r f o r m , t h e l e s s r o o m t h e r e i s f o r m i s t a k e s . T h e r e f o r e , t h e i d e a l t e s t w o u l d h a v e a s f e w
s t e p s a s p o s s i b l e . T h e M T F a n d M F t e s t s a r e t h e m o s t c o m p l e x a n d r e q u i r e m u l t i p l e ,
de t a i l e d s t e p s a l l o w i n g f o r i n c r e a s e d r o o m f o r e r r o r . T h e QT a n d E G m e t h o d s a r e t h e
s im p l e s t w i t h o n l y 4 s t e p s . I f t h e s e t e s t s c o u l d b e m o d i f i e d fo r u s e i n l o w - r e s o u r c e
s e t t i n g s , i t i s f e a s i b l e t h a t u n t r a i n e d p e r s o n n e l c o u l d a c c u r a t e l y p e r f o r m t h e m .
2
. 3 . 6 P o r t a b i l i t y , R o b u s t n e s s , a n d C o m p a c t n e s s
I n t h e f i e l d a n d i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s t h e c o n d i t i o n s a r e o f t e n r u g g e d a n d o n e
m u s t o f t e n t r a v e l l o n g d i s t a n c e s t o r e a c h a w a t e r s o u r c e . T h u s , i t i s im p o r t a n t t h a t a w a t e r
t e s t t o b e u s e d u n d e r t h e s e c o n d i t i o n s b e c o m p a c t , p o r t a b l e , a n d r o b u s t . S in c e n o n e o f
t h e s e t e s t s h a v e b e e n d e v i s e d t o b e u s e d i n s u c h c o n d i t i o n s
,
t h e y w o u l d l i k e l y n o t e n d u r e .
T h e M T F t e s t i n s t a n d a r d f o r m r e q u i r e s t h e u s e o f m a n y e a s i l y b r e a k a b l e g l a s s t e s t t u b e s .
P l a s t i c t u b e s c a n b e u s e d i n t h e i r p l a c e , b u t t h e s h e e r n u m b e r o f t h e m r e q u i r e d m a k e s t h e
t e s t n o n - p o r t a b l e a n d n o n - c o m p a c t T h e M F t e s t c a n o n l y c o n c e i v a b l y b e p e r f o r m e d i n a
l a b o r a t o r y s e t t i n g d u e t o t h e n e e d f o r v a c u u m s u c t i o n . I n a d d i t i o n , t h e t e s t r e q u i r e s a
g l a s s fi l t e r f l a s k , w h i c h i s h e a v y a n d b r e a k a b l e T h e QT t e s t r e q u i r e s t h e u s e o f a QT
s e a l e r
,
w h i c h i s h e a v y a n d t h e r e f o r e n o t p o r t a b l e . T h e E G t e s t i s t h e o n l y p o t e n t i a l l y
p o r t a b l e a n d c o m p a c t t e s t , t h o u g h i t s r o b u s t n e s s i s q u e s t i o n a b l e du e t o t h e u s e o f p l a s t i c
p e t r i d i s h e s , w h i c h c o u l d b r e a k d u r i n g t r a n s p o r t .
2 . 3 . 7 R e a d i ly D e t e c t a b l e E n d p o i n t
I t i s im p o r t a n t f o r a t e s t de s i g n e d t o q u a n t i fy t h e a m o u n t o f £ . c o l i i n d r i n k i n g
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w a t e r t o h a v e a r e a d i l y d e t e c t a b l e e n d p o i n t s o t h a t a n a c t u a l n u m b e r c a n b e d e t e r m i n e d
a n d t h e r e i s n o c o n f u s i o n a s t o t h e l e v e l o f c o n t a m i n a t i o n i n t h e w a t e r . T h e M F a n d E G
m e t h o d s g i v e r e s u l t s i n t h e f o r m o f c o u n t a b l e c o l o n i e s , s o a s l o n g a s t h e c o l o n i e s a r e
d i s c r e t e a n d t h e r e i s n o t t o o m u c h b a c k g r o u n d i n t e r f e r e n c e , a n e n d p o i n t c a n b e
d e t e r m i n e d . T h e M PN m e t h o d s , M T F a n d QT , a l s o h a v e d e t e c t a b l e e n d p o i n t s , b u t a n
M P N t a b l e m u s t b e r e f e r e n c e d i n o r d e r t o d e t e r m i n e t h e e n d p o i n t .
2 . 3 . 8 R a p i d i t y o f R e s u l t s
T h e f a s t e r a t e s t g i v e s r e s u l t s , t h e b e t t e r . Qu i c k r e s u l t s a l l o w f o r q u i c k a c t i o n i n
r e s p o n s e t o u n s a f e d r i n k i n g w a t e r , w h i c h c a n u l t im a t e l y l e a d t o a v o i d a n c e o f d i s e a s e a n d
s a v e l i v e s . T h e t e s t w it h th e q u i c k e s t t u r n - a r o u n d t im e f o r r e s u l t s s t i l l t a k e s b e tw e e n 18
a n d 2 4 h o u r s i n c u b a t i o n t i m e (QT ) T h e M F a n d E G t e s t s a l s o t a k e 2 4 h o u r s t o o b t a i n
r e s u l t s
,
a n d t h e M T F t e s t c a n t a k e u p t o 4 8 h o u r s t o g e t c o n f i r m a t i o n o f p o s i t i v e r e s u l t s .
W h i l e t h e r e e x i s t s n o t e s t t h a t g i v e s s a m e - d a y r e s u l t s , a t e s t t h a t t a k e s 18 - 2 4 h o u r s i s
p r e f e r r e d o v e r o n e t h a t t a k e s o v e r 2 4 h o u r s
2 . 3 . 9 R a n g e o f R e s u l t s
T h e WH O r e c o m m e n d s t h a t t h e r e b e n o d e t e c t a b l e l e v e l o f E c o l i i n d r i n k i n g
w a t e r
. H o w e v e r , t h e r e a r e c a t e g o r i e s o f l e v e l s o f s a f e dr i n k i n g w a t e r b a s e d o n t h e
a m o u n t o f E c o l i p r e s e n t i n t h e w a t e r (e . g . , 0 - 1 0 ; 1 1 - 1 0 0 ; 1 0 1 - 1 0 0 0 ; > 10 0 0 C F U / 10 0
m L ) (WH O , 2 0 0 8) . E a c h c a t e g o r y r e p r e s e n t s a n i n c r e a s i n g r i s k t o h e a l t h i f t h e w a t e r i s
c o n s u m e d . W h i l e a l e v e l o f £ c o l i o f 1 0 C F U / 10 0 m L i s n o t r e c o m m e n d e d a s
c o m p l e t e l y s a f e fo r d r in k i n g , i t i s o b v i o u s l y a m u c h l o w e r r i s k t o h e a l t h t h a n a l e v e l o f
10 0 0 C FU / 10 0 m L . T h e r e f o r e t h e a b i l i t y o f a t e s t t o d e t e c t E c o l i i n w a t e r o v e r a r a n g e
o f v a l u e s i s i m p o r t a n t f o r l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s w h e r e t h e s a f e t y o f d r i n k i n g w a t e r
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s o u r c e s m a y b e r e l a t i v e d u e t o l i m i t e d o p t i o n s ( e . g . , o n l y t w o p o s s i b l e s o u r c e s f o r
dr i n k i n g w a t e r e x i s t ) T h e a b i l i t y o f a t e s t t o d e t e c t E c o l i o v e r a w i d e r a n g e o f v a l u e s
de p e n d s o n t h e v o l u m e o f s a m p l e w a t e r a n d t h e q u a n t i fi c a t i o n m e t h o d . A l a r g e r s a m p l e
v o l u m e a l l o w s f o r t h e e n u m e r a t i o n o f l o w l e v e l s o f E c o l i
,
s u c h a s w i t h th e M T F
,
M F
,
a n d QT t e s t s . T h e r a n g e o f v a l u e s o b t a i n e d u s i n g t h e M PN m e t h o d o f e n u m e r a t i o n
d e p e n d s u p o n t h e n u m b e r o f d i l u t i o n s a n d a l i q u o t s u s e . G e n e r a l l y , t h e M T F a n d QT h a v e
s u f fi c i e n t d i l u t i o n s t o e n u m e r a t e o v e r a w i d e r a n g e : t h e QT 2 0 0 0 t e s t c a n e n u m e r a t e
a n y w h e r e f r o m 1 M PN / 10 0 m L t o 2 , 4 19 M PN / 10 0 m L (W e b e r Sc i e n ti fi c , 2 0 10 ) . T h e
c o u n t a b l e c o l o n y m e t h o d i s l i m i t e d t o t h e s u r f a c e a r e a u p o n w h i c h t h e c o l o n i e s g r o w a n d
t h e e n u m e r a t o r
'
s a b i l i t y t o a c c u r a t e l y c o u n t d i s c r e t e c o l o n i e s . F o r e x a m p l e , i n t h e M F
m e t h o d , o n c e c o l o n i e s a r e s o n u m e r o u s t h e y b e g i n t o o v e r l a p , i t i s n o t p o s s i b l e t o
a c c u r a t e l y c o u n t t h e m . T h i s u s u a l l y o c c u r s s o m e w h e r e b e t w e e n 10 0 - 2 0 0 c o l o n i e s o n o n e
s t a n d a r d 4 7 m m m e m b r a n e fi l t e r .
2 . 3 . 1 0 C h r o m o g e n v s . F l u o r o g e n
C hr o m o g e n i c a n d fl u o r o g e n i c t e s t s d e t e c t t h e p r e s e n c e o f E c o l i b y c o l o r - c h a n g e o r
f l u o r e s c e n c e
,
r e s p e c t i v e ly . I n l o w - r e s o i i r c e s e t t i n g s i t i s im p o r t a n t t h a t t e s t r e s u l t s b e
e a s i ly r e a d w i t h o u t t h e n e e d f o r s u p p l e m e n t a l e q u i p m e n t , s u c h a s a l o n g - w a v e U V l a m p
t o r e a d fl u o r o g e n i c r e s u lt s . T h e M T F a n d QT t e s t s u t i l i z e b o t h c h r o m o g e n i c a n d
fl u o r o g e n i c c o m p o u n d s , h o w e v e r , i n b o t h c a s e s a c o l o r - c h a n g e i s i n d i c a t i v e o f t h e
p r e s e n c e o f t o t a l c o l i f o r m s , t h e r e f o r e a c o n fi r m a t i o n o f p r e s e n c e o f E c o l i i s n e c e s s a r y .
I f E c o l i i s p r e s e n t , i t w i l l fl u o r e s c e u n d e r l o n g - w a v e U V l i gh t . T h e M F a n d E G t e s t s
o n l y u s e c hr o m o g e n i c c o m p o u n d s , s o a c o l o r - c h a n g e i s c o n s i d e r e d s u f fi c i e n t e v i d e n c e o f
E c o l i .
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2
. 3 . 1 1 S e n s i t i v i t y
T h e s e n s it i v i t y o f a t e s t c o n c e rn s i t s l o w e r l e v e l o f d e t e c t i o n o f E c o l i , a n d i s
r e l a t e d t o t h e s a m p l e v o l u m e (N a t i o n a l A c a d e m i e s , 2 0 0 4 ) . T h i s i s e s p e c i a l l y t r u e w h e n
t h e l e v e l o f £
■
c o l i i n a s a m p l e i s l o w t h u s l im i t i n g t h e a b i l i t y o f a s m a l l s a m p l e v o l u m e t o
c a p t u r e i t . T h e M T F , M F a n d QT t e s t s a r e a l l s e n s i t i v e i n t h e i r a b i l i t y t o a n a l y z e a l a r g e
e n o u gh v o l u m e ( 10 0 m L ) t o d e t e c t l o w l e v e l s o f E c o l i . A 10 0 m L s a m p l e r u n t h r o u g h
a n y o f t h e s e t e s t s c a n d e t e c t a l e v e l o f E c o l i a s l o w a s 1 o r g a n i s m p e r 10 0 m L A
c o n c e r n w i t h t h e M F t e st i s c l o g g i n g o f t h e f i l t e r w h e n a n a l y z i n g t h a t l a r g e o f a s a m p l e
v o l u m e . W i th t h e E G t e s t t h e s a m p l e v o l u m e a n a l y z e d i s e i t h e r 1 m L o r 5 m L , w h i c h
s e v e r e l y l im i t s t h e s e n s i t i v i t y o f t h e t e s t . I f l o w l e v e l s o f E c o l i a r e p r e s e n t i n t h e s a m p l e
w a t e r , t h e s e v o l u m e s m a y n o t b e l a r g e e n o u g h t o a c c u r a t e l y q u a n t i f y i t .
2
. 3 . 1 2 Sp e c i fi c i t y
Sp e c i f i c i t y o f a t e s t m e t h o d c o n c e r n s t h e a b i l i t y o f t h e t e s t t o a c c u r a t e l y m e a s u r e
t h e t a r g e t o r g a n i s m , E c o l i Sp e c i f i c it y u s u a l l y m e a s u r e s t h e n u m b e r o f
" f a l s e p o s i t i v e s
"
a t e s t p r o d u c e s (i e , t h e n u m b e r o f p o s i t i v e r e s u l t s t h a t a r e n o t t r u l y E c o l i ) . T h e
s p e c i f i c i t y o f a t e s t h a s im p l i c a t i o n s f o r dr i n k i n g w a t e r q u a l i t y b e c a u s e i f a t e s t
i n a c c u r a t e l y d e s c r i b e s a s a m p l e o f w a t e r a s p o s i t i v e f o r E c o l i , t h i s m a y r e s u l t i n e x t r a
t im e a n d m o n e y e x p e n d i t u r e s a n d u n n e c e s s a r y d i s t r e s s f o r a f a m i l y c h o o s i n g t o s e e k
a n o t h e r d r i n k i n g w a t e r s o u r c e . O n th e o t h e r h a n d , a f a l s e l y p o s i t i v e r e s u l t i s p r e f e r r e d
o v e r a f a l s e l y n e g a t i v e r e s u l t w h e n c o n s i d e r i n g im p l i c a t i o n s f o r h u m a n h e a l t h I t w o u l d
b e a h i g h e r r i s k t o h e a l t h t o c o n t i n u e dr i n k i n g w a t e r t h a t a t e s t s h o w e d a s n e g a t i v e f o r E .
c o l i w h e n i n f a c t t h e r e w e r e E c o l i p r e s e n t . T h e M T F , M F a n d QT t e s t s a r e a l l h i g h l y
s p e c i f i c f o r c o r r e c t l y i d e n t i fy i n g t h e p r e s e n c e o f E c o l i i n w a t e r (B r e n n e r e t a l . , 19 9 6) .
1 8
H o w e v e r , s e v e r a l f a c t o r s c a n a d v e r s e ly a f f e c t t h e s p e c i fi c i t y o f t h e s e t e st s , s u c h a s t h e
t u r b i d i t y , p H , a n d c h e m i c a l m a k e u p / s a l i n i t y o f t h e s a m p l e w a t e r T u r b i d i t y i s
p a r t i c u l a r l y a n i s s u e f o r c h r o m o g e n i c m e t h o d s w h e r e t h e b a c k g r o u n d c o l o r o f t h e w a t e r
c a n im p a i r t h e a b i l i t y t o r e a d c o l o r - c h a n g e r e s u l t s . T h e p H a n d c h e m i c a l m a k e u p o f t h e
w a t e r
,
s u c h a s h i g h s a l i n i t y o r r e s i d u a l c h l o r i n e f o l l o w i n g d i s i n f e c t i o n , c a n a f f e c t t h e
gr o w t h r a t e o f E . c o l i t h u s a f f e c t i n g th e i r a c c u r a t e e n t i m e r a t i o n . T h e E G t e s t i s n o t a s
s p e c i f i c a s t h e o t h e r s . O n e s t u d y e v a l u a t i n g t h e p e r f o r m a n c e o f t h i s t e s t f o u n d t h a t 2 5 %
o f p o s it i v e r e s u l t s w e r e f o u n d n o t t o b e E c o l i (B e l t e t a l , 2 0 0 7 ) .
2 . 3 . 1 3 P r e c i s i o n
T h e p r e c i s i o n o f a t e s t r e f e r s t o i t s r e p l i c a b i l i t y b o t h w i t h i n a n d b e t w e e n
l a b o r a t o r i e s T h i s i s a n im p o r t a n t a t t r i b u t e o f a n y t e s t ; i t m u s t b e a b l e t o b e r e p e a t e d b y
n e w u s e r s i n n e w s e t t i n g s , w h i l e s t i l l b e i n g a b l e t o a t t a i n s i m i l a r r e s u l t s T h e p r e c i s i o n o f
a t e s t m e t h o d i s d i r e c t l y r e l a t e d t o i t s s e n s i t i v i t y a n d s p e c i fi c i t y , a n d t h e r e f o r e t o t h e
s a m p l e v o l u m e (N a t i o n a l A c a d e m i e s , 2 0 0 4 ) . T h e M T F , M F a n d QT t e s t s h a v e
e s t a b l i s h e d h i g h p r e c i s i o n s ; t h e y a r e w i d e l y u s e d m e t h o d s i n n u m e r o u s l a b o r a t o r i e s . T h e
E G m e t h o d h a s a l o w e r p r e c i s i o n d u e t o i t s l o w e r s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y , w h i c h c a n b e
p a r t i a l l y a t t r i b u t e d t o i t s s m a l l s a m p l e v o l u m e . P r e c i s i o n i s a n i m p o r t a n t c r i t e r i o n t o t a k e
i n t o c o n s i d e r a t i o n f o r a t e s t t h a t w i l l b e u s e d i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s b e c a u s e
r e p l i c a b i l i t y b e tw e e n a l a b o r a t o r y i n t h e U . S . a n d a h o u s e h o l d i n a r u r a l a r e a o f a
d e v e l o p i n g c o u n t r y w i l l b e d i f fi c u l t t o a c h i e v e g i v e n t h e c o n s t r a i n t o n r e s o u r c e s , b u t
n e v e r t h e l e s s a n im p o r t a n t a s p e c t o f a n a p p r o p r i a t e t e s t .
2 . 3 . 1 4 W o r k s a t A m b i e n t T e m p e r a t u r e s
O n e o f t h e p r i m a r y c o n c e r n s i n d e v e l o p i n g a t e s t t o d e t e c t E . c o l i f o r u s e i n l o w
-
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r e s o u r c e s e t t i n g s i s a c c e s s t o a n i n c u b a t o r . I n c u b a t o r s r e q u i r e c o n t i n u o u s , u n in t e r r u p t e d
c o n n e c t i o n t o a p o w e r s o u r c e , a s w e l l a s a s a fe , dr y s t o r a g e s p a c e . I n m a n y l o w - r e s o u r c e
s e t t i n g s a c c e s s t o e l e c t r i c i t y i s s c a r c e a n d u n r e l i a b l e , a n d m a n y a r e a s c a n n o t a f f o r d t o
p u r c h a s e a n i n c u b a t o r . A l l o f t h e t e s t s t r a d i t i o n a l l y r e q u ir e i n c u b a t i o n a t 3 7
°
C o r 4 4 5
° C
f o r 2 4 h o u r s . H o w e v e r , i t h a s b e e n s h o w n t h a t a l l o f t h e s e t e s t s h a v e t h e p o t e n t i a l t o
p r o d u c e r e s u l t s f o r E c o l i a t d i f f e r e n t t e m p e r a t u r e s . A s t u dy by L u s k (2 0 0 8 ) s h o w e d t h a t
a ft e r 2 4 h o u r s a l l o f t h e s e m e t h o d s p r o d u c e d s im i l a r r e s u l t s f o r E c o l i o v e r a r a n g e o f
i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s f r o m 2 5
° C t o 4 5 ° C ; a n d a ft e r 4 8 h o u r s r e s u l t s f o r E c o l i w e r e
s im i l a r o v e r t h e r a n g e f r o m 2 0
°
C t o 4 5' ' C . Si n c e m a n y l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s a r e l o c a t e d
i n t r o p i c a l o r s u b - t r o p i c a l r e g i o n s o f t h e w o r l d , a n a v e r a g e a m b i e n t t e m p e r a t u r e b e l o w
2 0
° C i n t h e s e s e t t i n g s w o u l d b e r a r e . T h u s , t h e r e i s p o t e n t i a l f o r t h e s e t e s t s t o p r o du c e
r e s u l t s f o r E c o l i w i t h o u t t h e u s e o f a n i n c u b a t o r i n l o w - r e s o u r c e s e t i n g s .
2 . 3
.
1 5 C o s t
T h e u n i t c o s t o f t h e t e s t i s im p o r t a n t b e c a u s e i n o r d e r f o r t h e t e s t t o b e u s e d i n l o w -
r e s o u r c e s e t i n g s , i t m u s t b e a f f o r d a b l e . I n t h e i r p r e s e n t f o r m s , n o n e o f t h e s e t e s t s a r e
a v a i l a b l e a t a n a f f o r d a b l e c o s t f o r w i d e s p r e a d u s e i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s . E v e n w i t h o u t
t h e c o s t o f a n i n c u b a t o r (a n d t h e e l e c t r i c i t y t o p o w e r i t ) , t h e M T F a n d M F t e s t s r e q u i r e
e x p e n s i v e s u p p l e m e n t a l e q u i p m e n t a n d m at e r i a l s . T h e QT t e s t c o s t s $5 . 2 5 p e r 10 0 m L
s a m p l e , w h i c h i s s t i l l t o o e x p e n s i v e f o r w i d e s p r e a d u s e i n l o w
- r e s o u r c e s e t t i n g s , a n d t h i s
c o s t d o e s n o t i n c l u d e t h e $4 0 0 0 QT s e a l e r r e q u i r e d t o p e r f o r m t h e t e s t . W h i l e t h e E G
m e t h o d d o e s n o t r e q u i r e a n y e x p e n s i v e s u p p l e m e n t a l e q u i p m e n t , t h e u n i t c o s t p e r t e s t i s
$ 15 . I n m a n y l o w - r e s o u r c e a r e a s o f t h e w o r l d , a l a r g e p o r t i o n o f t h e p o p u l a t i o n l i v e s o n
l e s s t h a n $ l - $2 a d a y . T h u s , i n o r d e r f o r a t e s t t o b e a f f o r d a b l e i t w o u l d h a v e t o c o s t
2 0
s i g n i f i c a n t l y l e s s t h a n t h o s e c u r r e n t l y a v a i l a b l e .
2 . 4 S u m m a r y
T h r o u g h o u t t h i s r e v i e w o f t h e l i t e r a t u r e t h e i s s u e s o f w h i c h i n d i c a t o r o r g a n i s m i s
m o s t a p p r o p r i a t e f o r d e t e c t i n g f e c a l c o n t a m i n a t i o n i n dr i n k i n g w a t e r , w h a t c r i t e r i a a r e
n e c e s s a r y f o r a t e s t f o r f e c a l c o n t a m i n a t i o n o f d r i n k i n g w a t e r i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s ,
a n d h o w t h e c u r r e n t t e s t s c o m p a r e a c c o r d i n g t o e a c h c r i t e r i o n w e r e a d dr e s s e d . I t i s
a p p a r e n t t h a t n o t o n e o f t h e c u r r e n t t e s t s a v a i l a b l e f o r de t e c t i n g E c o l i i n d r i n k i n g w a t e r
i s a p p r o p r i a t e f o r u s e i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s . T h e r e a s o n s f o r t h i s a r e m a i n l y t h a t t h e y
r e q u i r e s u p p l e m e n t a l e q u i p m e n t a n d e l e c t r i c i t y , a r e n o t p o r t a b l e , c o m p a c t o r r o b u s t , a r e
c o m p l i c a t e d , a n d a r e e x p e n s i v e . F o l l o w i n g th e w o r k do n e b y L u s k i n 2 0 0 8 s h o w i n g t h a t
t h e s e t e s t s a r e c a p a b l e o f p e r f o r m i n g a t a m b i e n t t e m p e r a t u r e s , t h e w o r k d o n e f o r t h i s
r e p o r t a d d r e s s e s m a n y o f t h e o t h e r i s s u e s a t h a n d i n t h e d e v e l o p m e n t o f a l o w - c o s t t e s t
f o r d e t e c t i n g E c o l i i n d r i n k i n g w a t e r t h a t i s a p p r o p r i a t e f o r u s e i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s .
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3 . M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
C o l l e c t i o n a n d P r e p a r a t i o n o f T e s t W a t e r s
3 . 1 S e w a g e
T e s t w a t e r s w e r e p r e p a r e d b y a d d i n g p r im a r y s e w a g e e f f l u e n t c o l l e c t e d f r o m
M a s o n F a r m W a s t e w a t e r T r e a t m e n t P l a n t (C h a p e l H i l l , N C ) s p i k e d i n t o n a t u r a l u n t r e a t e d
s u r f a c e w a t e r u s e d a s t h e d r i n k i n g w a t e r s o u r c e o f C h a p e l H i l l , N C t o e n s u r e t h e s a m p l e s
c o n t a i n e d s o m e a m o u n t o f E . c o l i . T e s t w a t e r s w e r e d e s i g n e d t o s im u l a t e f e c a l l y
c o n t a m i n a t e d s u r f a c e w a t e r s u s e d a s d r i n k i n g w a t e r s o u r c e s i n d e v e l o p i n g n a t i o n s
P r im a r y s e w a g e e f f l u e n t w a s c o l l e c t e d t h e d a y b e f o r e a n e x p e r im e n t w a s t o b e
p e r f o r m e d . W i t h i n o n e h o u r o f c o l l e c t i o n t h e c o n c e n t r a t i o n o f E c o l i i n t h e s e w a g e w a s
de t e r m i n e d b y m e m b r a n e f i l t r a t i o n o n t o B i o - R a d R A P I D E c o l i i J
^
a g a r (B i o - R a d ) a n d
i n c u b a t i o n f o r 18 - 2 4 h o u r s a t 3 7
°
C . T h i s t it e r w a s u s e d t o c a l c u l a t e t h e a m o u n t o f s e w a g e
t o b e a d d e d t o t e s t w a t e r s t o a c h i e v e a t a r g e t c o n c e n t r a t i o n o f £
■
. c o l i f o r e a c h e x p e r im e n t .
3 . 1 . 1 U n i v e r s i t y L a k e
U n i v e r s i t y L a k e (U L ) w a t e r w a s u s e d t o c r e a t e t e s t w a t e r s d e s i g n e d t o s im u l a t e
f e c a l ly c o n t a m i n a t e d s u r f a c e w a t e r s o u r c e s u s e d f o r d r i n k i n g w a t e r i n d e v e l o p i n g
c o u n t r i e s . U n i v e r s i t y L a k e , l o c a t e d i n C a r r b o r o , N C , i s u s e d a s o n e o f t h e d r i n k i n g w a t e r
s o u r c e s f o r C h a p e l H i l l a n d C a r r b o r o . B o a t i n g a n d f i s h i n g a r e a l l o w e d i n t h e l a k e , b u t
s w imm i n g i s p r o h i b i t e d . T h e r e a r e n a t u r a l w i l d l i f e p o p u l a t i o n s i n a n d a r o u n d t h e
im p o u n dm e n t , a l l o w i n g f o r p o t e n t i a l f e c a l c o n t a m i n a t i o n i n t h e w a t e r ; h o w e v e r , a s s a y s o f
t h i s w a t e r f o r E c o l i d e m o n s t r a t e d t h a t i f p r e s e n t , t h e l e v e l s a r e l e s s t h a n 1 M P N p e r 10 0
m L s a m p l e . T h e s o u r c e w a t e r w a s c o l l e c t e d f r o m t a p s c o n n e c t e d t o t h e r a w w a t e r i n t a k e
p i p e s o f t h e O r a n g e C o u n t y W a t e r a n d S e w e r A u t h o r i t y (OW A SA ) d r i n k i n g w a t e r
t r e a t m e n t p l a n t o f f J o n e s F e r r y R o a d i n C a r r b o r o , N C . W a t e r s a m p le s w e r e c o l l e c t e d .
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t r a n s p o r t e d , a n d s t o r e d i n a c c o r d a n c e w i t h U . S . E P A g u i de l i n e s (U S E P A , 2 0 0 2 ) . P r i o r
t o p e r f o r m i n g e x p e r im e n t s u s i n g s o u r c e w a t e r , t h e c o n t a i n e r o f w a t e r w a s a l l o w e d t o
r e a c h r o o m t e m p e r a t u r e (~ 2 3 - 2 7
°
C ) b e f o r e u s e t o p r e v e n t c o l d t e m p e r a t u r e sh o c k t o E
c o l i i n t h e a d d e d s e w a g e .
3 . 1 . 2 M o r g a n C r e e k
A s e c o n d s o u r c e o f n a t u r a l w a t e r w a s u s e d t o s im u l a t e s u r f a c e w a t e r s o u r c e s w i t h
l o w e r l e v e l s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n t h a t m i gh t b e u s e d a s dr i n k i n g w a t e r . T h i s w a t e r w a s
o b t a i n e d f r o m M o r g a n C r e e k (M C) . M o r g a n C r e e k i s t h e r e c e i v i n g w a t e r f o r t h e M a s o n
F a rm W a s t e w a t e r T r e a t m e n t P l a n t s e w a g e e f f lu e n t d i s c h a r g e . T e r t i a r y - t r e a t e d s e w a g e
e f f l u e n t f r o m t h e t r e a t m e n t p l a n t i s d i s c h a r g e d i n t o M o r g a n C r e e k , w h i c h t h e n f l o w s i n t o
J o r d a n L a k e i n D u r h a m , N C . W h i l e t h i s e f f l u e n t i s h i gh ly t r e a t e d , i n c l u d i n g U V
d i s i n f e c t i o n
,
f e c a l i n d i c a t o r o r ga n i s m s , i n c lu d i n g E c o l i , a r e s t i l l p r e s e n t i n t h e w a t e r .
A d d i t i o n a l l y , E c o l i i n M C m a y b e c o n t r i b u t e d b y s t o r m w a t e r r u n o f f a n d g r o u n d w a t e r
s e e p a g e i n t o t h e c r e e k . S a m p l e s w e r e c o l l e c t e d t h e d a y o f a n e x p e r im e n t a t a s it e
d o w n s t r e a m f r o m t h e P l a n t ' s e f f l u e n t d i s c h a r g e p o i n t t o i n c r e a s e t h e l i k e l i h o o d t h a t E
c o l i w e r e p r e s e n t i n t h e w a t e r . W h i l e t h e l e v e l a n d f l o w r a t e o f t h e w a t e r in M C v a r i e s o n
a n y g i v e n d a y , s a m p l e s w e r e t a k e n f r o m a n a r e a w i t h s w i ft - m o v i n g w a t e r t o e n s u r e a
m i x e d s a m p l e o f a p p r o x im a t e l y G a u s s i a n d i s t r i b u t i o n w a s c o l l e c t e d S a m p l e s w e r e
c o l l e c t e d a n d t r a n s p o r t e d a c c o r d i n g t o U . S . E P A g u i d e l i n e s ; M C w a t e r w a s n o t s t o r e d
p r i o r t o u s e .
3 . 2 P r e p a r a t i o n o f T e s t W a t e r s
T e s t w a t e r s w e r e p r e p a r e d by a d d i n g s e w a g e t o n a t u r a l s u r f a c e w a t e r s t o s im u l a t e
f e c a l ly c o n t am i n a t e d d r i n k i n g w a t e r s o u r c e s u s e d i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s . E c o l i i n
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p r im a r y s e w a g e e f f l u e n t w a s t i t e r e d th e d a y b e f o r e a n e x p e r im e n t a s d e s c r i b e d a b o v e
(U S . E P A , 2 0 0 2 ) . T h e v o l u m e o f s e w a g e r e q u i r e d t o a c h i e v e t h e t a r g e t c o n c e n t r a t i o n o f
E c o l i i n t h e t e s t w a t e r ( 1 0 C F U / 10 0 m L , 1 C F U / I OOm L , o r 0 . 1 C F U / 10 0 m L ,
r e p r e s e n t i n g m e d i u m , l o w , a n d v e r y l o w l e v e l s o f c o n t a m i n a t i o n , r e s p e c t i v e l y ) w a s
c a l c u l a t e d . T h e a p p r o p r i a t e v o l u m e o f s e w a g e w a s a d d e d t o t h e s u r f a c e w a t e r s a m p l e
a n d a l l o w e d t o m i x t h o r o u gh l y 3 0 m i n t o e n s u r e u n i f o r m d i s t r i b u t i o n o f E c o l i w i t h i n t h e
s a m p l e .
F o r i n i t i a l e x p e r im e n t s u s i n g M o r g a n C r e e k w a t e r , w a t e r w a s u s e d w i t h o u t a n y
a m e n dm e n t s . F o l l o w i n g s e v e r a l e x p e r i m e n t s i n w h i c h l e v e l s o f E c o l i e x c e e d e d t h e
de t e c t i o n l im i t o f t h e C B T
,
a 1 : 10 d i l u t i o n o f M C w a t e r i n a u t o c l a v e d d e - i o n i z e d w a t e r
w a s p r e p a r e d t o a c h i e v e t a r g e t c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i i n t h e t e s t w a t e r t h a t w e r e b e l o w
th e d e t e c t i o n l i m i t s o f t h e t e s t s b e i n g e v a l u a t e d .
3 . 3 C o m p a r i s o n o f C a n d i d a t e M e d i a F o r m u l a t i o n s u s i n g t h e M u l t i p l e
F e r m e n t a t i o n T u b e T e s t
C a n d i d a t e l i q u i d m e d i a fo r t h e p l a s t i c b a g t e s t w e r e fi r s t c o m p a r e d u s i n g t h e
M u l t i p l e T u b e F e r m e n t a t i o n m e t h o d i n p l a s t i c t u b e s . C a n d i d a t e m e d i a e v a l u a t e d w e r e
L a u r y l T r y p t o s e B r o t h (L T B ) a n d E C B r o t h (E C ) , e a c h a m e n d e d w it h 5 - b r o m o - 4 - c h l o r o -
3 - i n d o ly l - b e t a - D - g l u c u r o n i c a c i d (X - g l u c ) , a c h r o m o g e n i c s u b s t r a t e t h a t d e t e c t s E c o l i
v i a h y d r o l y s i s o f t h e m o l e c u l e b y th e b a c t e r i a l P- g l u c u r o n i d a s e e n z y m e . T h e h y d r o l y s i s
o f X - g l u c b y t h e b a c t e r i a l P- g l u c u r o n i d a s e e n z y m e c a u s e s t h e m e d i u m t o t u r n b l u e / v i o l e t
(X - G L U C D i r e c t , 2 0 10 ) . T h e s e m e t h o d s w e r e c o m p a r e d t o a g o l d s t a n d a r d m e t h o d ,
C o l i l e r t ® Qu a n t i t r a y (ID E X X L ab o r a t o r i e s , I n c , 2 0 10 ) C o l i l e r t i s a n E P A - a p p r o v e d
st a n d a r d m e d i u m f o r t h e q u a n t i fi c a t i o n o f E . c o l i i n dr i n k i n g w a t e r . C o l i l e r t m e d i u m i s
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c h r o m o g e n i c a n d f l u o r o g e n i c ; t h e o r t h o - N i t r o p h e n y l - P- g a l a c t o s i d e (O N P G ) c o m p o n e n t
t u r n s y e l l o w w h e n t h e B e t a - g a l a c t o s i d a s e o f c o l i f o r m b a c t e r i a h y d r o l y z e i t t o o r t h o -
n i t r o p h e n o l a n d t h e M U G c o m p o n e n t w h e n hy d r o l y z e d b y t h e B e t a - g l u c u r o n i d a s e o f E
c o l i p r o d u c e s t h e h y d r o l y s i s p r o d u c t 4 - m e th y l u m b e l l i f e r o n e t h a t f l u o r e s c e s b l u e u n d e r
l o n g - w a v e U V l i gh t . T h e m e d i a w e r e e v a l u a t e d fo r e n u m e r a t i o n o f E c o l i i n t e s t w a t e r s
c o n s i s t i n g o f s e w a g e - s p i k e d n a t u r a l s u r f a c e w a t e r . T h e t e s t f o r m a t u s e d w a s a m u l t ip l e
t u b e fe r m e n t a t i o n (M T F) M o s t P r o b a b l e N u m b e r (M PN ) f o r m a t , a c c o r d i n g t o t h e
St a n d a r d M e t h o ds f o r t h e E x a m i n a t i o n o f Wa t e r a n d Wa s t e w a t e r (A m e r i c a n P u b l i c
H e a l t h A s s o c i a t i o n
,
2 0 0 5)
E a c h e x p e r im e n t w a s p e r f o r m e d a s fo l l o w s :
1 ) Sa m p l e w a s p r e p a r e d by fi r s t a d d i n g 1. 0 m L s e w a g e t o 4 9 9 mL n a t u r a l w a t e r
(N W ) . T h i s w a s t h e u n d i l u t e d s am p l e . Su b s e q u e n t - 1 t h r o u g h - 5 di l u t i o n s i n N W w e r e
m a d e b y a d d i n g 5 0 m L o f u n d i l u t e d s a m p l e t o 4 5 0 m L N W f o r t h e - 1 d i l u t i o n , t h e n
a d d i n g 5 0 m L o f - 1 s a m p l e t o 4 50 N W f o r t h e - 2 d i lu t i o n , e t c , o u t t o a - 5 d i l u t i o n , a s t h e
f o l l o w i n g d i a g r a m i l l u s t r a t e s :
u n d i l u t e d s a m p l e : 1. 0 m L s e w a g e " ^ 4 9 9 m L N W
4^ 5 0 m L u n d i l u t e d s a m p l e
- 1 d i l u t i o n : 4 5 0 m L N W
4 * 5 0 m L - l d i l u t i o n
- 2 d i l u t i o n : 4 5 0 m L N W
2 ) T h e L T B a n d E C m e d i a w e r e p r e p a r e d i n I X , 2 X , a n d 3 X c o n c e n t r a t i o n s
a c c o r d i n g t o t h e p a c k a g i n g i n s t r u c t i o n s , a n d a u t o c l a v e d . T h e X - g l u c c hr o m o g e n w a s
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a d d e d t o e a c h m e d i a p r e p a r a t i o n i n I X , 2X , a n d 3X c o n c e n t r a t i o n s , a s f o l l o w s , a n d
a l l o w e d t o s t i r f o r 4 5 m i n u n t i l d i s s o l v e d .
I X
2 X
3X
0 . 3 7 14 g / L
0 . 7 4 2 8 g / L
1 . 1 14 2 g / L
3 ) M e d i a p r e p a r a t i o n s (L T B /X - g l u c a n d E C / X - g l u c ) i n I X , 2 X , a n d 3 X
c o n c e n t r a t i o n s w e r e d i s p e r s e d i n t o t u b e s i n 10 m L v o l u m e s . Pr e p a r e d s a m p l e d i l u t i o n s
w e r e t h e n a d d e d t o t h e t u b e s : 1 m L o f s a m p l e w a s a d d e d t o I X t u b e s ; 1 0 m L o f s a m p l e
w a s a d d e d t o 2 X t u b e s ; a n d 2 2 m L o f s a m p l e w a s a d d e d t o 3 X t u b e s , i n t r i p l i c a t e , g i v i n g
a t o t a l s a m p l e v o l u m e u s e d o f 9 9 m L p e r d i l u t i o n . I n t h e f o l l o w i n g d i a g r a m e a c h c e l l
r e p r e s e n t s a t u b e c o n t a i n i n g 10 m L o f p r e p a r e d m e d i a , i n I X , 2 X , a n d 3X c o n c e n t r a t i o n s ,
i n t r i p l i c a t e . T h e n u m b e r in e a c h c e l l r e p r e s e n t s t h e v o l u m e o f s a m p l e w a t e r a d d e d t o
e a c h t u b e .
I X
2 X
3X
1 m L
10 m L
2 2 m L
I m L
10 m L
2 2 m L
1 m L
10 m L
2 2 m L
4 ) C o l i l e r t s a m p l e s w e r e pr e p a r e d b y a d d i n g 10 0 m L o f e a c h s a m p l e d i lu t i o n i n
N W (u n d i l u t e d th r o u g h - 5) t o a 10 0 m L v e s s e l , a d d i n g 1 p a c k e t o f r e a g e n t t o e a c h v e s s e l
a n d d i s s o l v i n g b y s h a k i n g . V o l u m e s o f e a c h s a m p l e d i l u t i o n w e r e d i s p e r s e d i n t h e s a m e
m a n n e r a s i n s t e p 3 : 1 m L , 1 0 m L , a n d 2 2 m L v o l u m e s i n t r i p l i c a t e , u s i n g 9 9 m L t o t a l p e r
di l u t i o n .
5 ) A l l t u b e s w e r e i n c u b a t e d a t 3 7
° C f o r 2 4 h o u r s .
6 ) R e s u l t s w e r e r e a d a s p o s i t i v e f o r t h e L T B / X - g l u c a n d E C /X - g l u c t u b e s i f a t u b e
p r o d u c e d c o l o r c h a n g e , i n d i c a t i n g t h e p r e s e n c e o f t h e P- g l u c u r o n i d a s e e n z y m e u n i q u e t o
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E c o l i . R e s u l t s w e r e r e a d a s p o s i t i v e f o r t h e C o l i l e r t t u b e s i f t u b e s p r o d u c e d a y e l l o w
c o l o r c h a n g e a n d f l u o r e s c e d u n d e r l o n g - w a v e U V l i gh t .
3 . 4 N a s c o C o m p a r t m e n t a l i z e d B a g T e s t : E f f e c t o f X - g l u c C o n c e n t r a t i o n o n
E . c o l i d e t e c t i o n
T h e c o m p a r t m e n t a l i z e d b a g t e s t w a s e v a l u a t e d u s i n g L T B m e d i a w i t h fi n a l
c o n c e n t r a t i o n s o f X - g l u c a s i n d i c a t e d i n T a b l e 2 . L T B p o w d e r a n d X - g l u c w e r e a d d e d t o
t h e t e s t w a t e r a n d s t i r r e d f o r 4 5 m i n . A s i n g l e p r e p a r a t i o n o f m e d i a + s a m p l e w a t e r w a s
m a d e a n d d i s t r i b u t e d i n t o r e p l i c a t e 10 0 m L a l i q u o t s f o r b a g t e s t s Se v e r a l e x p e r im e n t s
w e r e d o n e t o e v a l u a t e v a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s o f t h e X - g l u c s u b s t r a t e . F o r t h e s e
e x p e r im e n t s , a s e p a r a t e p r e p a r a t i o n o f m e d i a + t e s t w a t e r w a s m a d e fo r e a c h o f t h e
c o n c e n t r a t i o n s o f X - g l u c , a s s h o w n i n T a b l e 2 .
T a b l e 2 . Su m m a r y o f P r e p a r a t i o n o f M e d i a , B y C o n c e n t r a t i o n s o f X - g l u c
C o n c e n t r a t i o n o f
X - g l u c
# B a g s
T e s t e d
V o l . P r e p a r e d
S a m p l e W a t e r
N e e d e d *
A m t . L T B
N e e d e d * *
A m t . X - g l u c
N e e d e d * * *
I X (0 . 3 7 14 g / L ) 6 5 0 m L 2 3 . 14 g 0 . 4 8 2 8 g
0 . 5 X (0 18 5 7 g / L ) 6 50 m L 2 3 14 g 0 . 2 4 14 g
Q. 3 X (0 . 1 1 14 g / L ) 6 50 m L 2 3 . 14 g 0 . 14 4 8 g
O. I X (0 . 0 3 7 14 g /L ) 6 50 m L 2 3 . 14 g 0 . 0 4 83 g
* (6 b a g s X 10 0 m L e a c h + 5 0 m L e x t r a = 6 5 0 m L )
* * (F r o m d i r e c t i o n s o n b o t t l e : 3 5 . 6 g / 10 0 0 m L = > 2 3 . 1 4 g /6 50 m L )
* * * S e e a p p e n d i x f o r c a l c u l a t i o n s
T h e i n d i v i d u a l b a g s a r e m a d e w i t h a p e r f o r a t e d s e a l p r e v e n t i n g t h e m f r o m b e i n g
o p e n e d a n d p o t e n t i a l l y c o n t a m i n a t e d b e f o r e u s e ; h o w e v e r , p r i o r t o t h e i r u s e in t h e s e
e x p e r i m e n t s t h e y w e r e s t e r i l i z e d f o r 10 m i n b y U V l i g h t .
T h e m i x t u r e o f t e s t w a t e r , m e d i u m , a n d X - g l u c w a s p o u r e d i n t o b a g s i n 10 0 m L
v o l u m e s u s in g a g r a du a t e d c y l i n d e r . T h e l i q u i d i n s i d e t h e b a g w a s d i s t r i b u t e d i n t o a l l
c o m p a r tm e n t s (F i g u r e 1) . T h e m a r k e d l i n e s a b o v e e a c h c o m p a r t m e n t i n d i c a t e w h e r e t h e
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l e v e l o f l i q u i d s h o u l d b e . T h e b a g w a s c l o s e d a n d c l o s u r e a t t h e t o p o f t h e b a g w a s t h e n
f o l d e d d o w n a r o u n d f i v e t im e s , a n d s e c u r e d b y f o l d i n g i n t h e f l a p s (F i g u r e 2 ) . T h e b a g s
w e r e s e t u p r i g h t f o r i n c u b a t i o n . B a g s w e r e i n c u b a t e d a t t e m p e r a t u r e s o f 4 4 5
° C
,
3 7 ° C
,
a n d ~ 2 7 ° C (r o o m t e m p e r a t u r e a s m e a s u r e d b y th e r m o m e t e r ) f o r 24 - 4 8 h o u r s .
y j v S : .
F i g u r e 1 . M e t h o d o f P o u r i n g L i q u i d i n t o t h e C B T
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v SS^
Sv i ' f j r i . . . -
F i g u r e 2 . M e t h o d o f Se a l i n g t h e C B T
R e s u l t s w e r e r e a d a t 2 4 a n d 4 8 h o u r s . A p o s it i v e r e s u l t f o r E c o l i w a s i n d i c a t e d
by a b l u e /g r e e n c o l o r c h a n g e w it h i n a c o m p a r tm e n t . T h e c o n c e n t r a t i o n o f E c o l i i n e a c h
b a g w a s c a l c u l a t e d u s i n g t h e E PA M PN c a l c u l a t o r s p r e a d s h e e t f o r M i c r o s o ft E x c e l ,
w h i c h u s e s t h e v o l u m e s o f t h e p o s i t i v e a n d n e g a t i v e c o m p a r tm e n t s t o d e t e r m i n e t h e
M PN / 10 0 m L (K l e e , 1 9 9 3 ) . Se v e r a l o f t h e m o s t c o m m o n p o s i t i v e c o m p a r t m e n t
c o m b i n a t i o n s a n d t h e i r c o r r e s p o n d i n g M PN v a l u e s a n d 9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l s a r e
s h o w n i n T a b l e 3
.
T a b l e 3 . C o m m o n P o s i t i v e C o m p a r t m e n t C o m b i n a t i o n s
B a g 1 m L
C o m p a r t m e n t V o l u m e
3 m L 1 0 m L 3 0 m L 5 6 m L M P N / 1 0 0 m L 9 5 % C I
1
2
3
4
+
+
+
+
+
+
+
+
+
4 8 . 3
1 3 . 6
4 . 7
1 . 5
[ 7 , 3 3 3 ]
[ 2 . 2 , 8 2 . 6 ]
[ 0 . 9 , 2 4 . 3 ]
[ 0 . 2 , 1 1 . 0 ]
3 . 5 I D E X X C o l i l e r t ® Qu a n t i t r a y 2 0 0 0
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S a m p l e w a t e r f o r t h i s m e t h o d w a s p r e p a r e d i n b u l k , a s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y i n
s e c t i o n 3 . 2 . F o r e a c h b a g t e s t e d , a Qu a n t i t r a y (QT ) w a s t e s t e d a l o n g s i d e . A l i q u o t s
c o n t a i n i n g 10 0 m L o f t e s t w a t e r w e r e a s s a y e d a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r
'
s
i n s t r u c t i o n s . T h e t r a y s w e r e t h e n i n c u b a t e d a t 4 4 5
° C
,
3 7 ° C
,
a n d ~ 2 7 ° C R e s u l t s w e r e
r e a d a t 2 4 a n d 4 8 h o u r s b y c o u n t i n g th e n u m b e r o f s m a l l a n d l a r g e y e l l o w (c o l i f o r m -
p o s i t i v e ) c o m p a r t m e n t s t h a t f l u o r e s c e d u n d e r l o n g - w a v e U V l i g h t {E c o l i p o s i t i v e ) . T h e
c o n c e n t r a t i o n o f £
■
c o l i w a s d e t e r m i n e d u s i n g t h e I D E X X M PN g e n e r a t o r . R e s u lt s w e r e
r e p o r t e d a s M P N / 10 0 m L w i th 9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l s . ( I D E X X , 2 0 10)
3 . 6 I s o l a t i o n a n d P u r i fi c a t i o n o f P r e s u m p t i v e E . c o l i I s o l a t e s
P r e s u m p t i v e E c o l i i s o l a t e s f r o m p o s i t i v e c o m p a r t m e n t s o f b a g t e s t s w e r e c u l t u r e -
p u r i fi e d f o r f u r t h e r a n a l y s i s . T h i s p r o c e d u r e w a s d o n e f o l l o w i n g e a c h o f 10 e x p e r im e n t s
u s i n g n a t u r a l M o r g a n C r e e k w a t e r a t i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s o f 4 4 . 5
° C
,
3 7 ° C
,
a n d 2 7 ° C .
T h e c o n t e n t s o f o n e p o s i t i v e c o m p a r t m e n t f r o m e a c h b a g t e s t w e r e s t r e a k e d f o r i s o l a t i o n
o n B i o R a d R A PI D E c o l i 2™ a g a r a n d i n c u b a t e d a t 4 4 . 5
° C f o r 18 - 2 4 h o u r s . A s e c o n d
i s o l a t i o n s t r e a k o n B i o R a d R A PI D E c o l i 2
^ ^
a g a r w a s d o n e , f o l l o w e d b y a t h i r d a n d
fi n a l s t r e a k o n t h e n o n - d i f f e r e n t i a l m e d i u m
,
t r y p t o s e s o y a g a r (T SA ) T h i s p r o c e d u r e w a s
d o n e i n t r i p l i c a t e u s i n g t h r e e i s o l a t e d c o l o n i e s f r o m e a c h in i t i a l p l a t e . I s o l a t e d c o l o n i e s
f r o m T SA p l a t e s w e r e t h e n a d d e d t o m i c r o t u b e s c o n t a i n i n g 1 m L a l i q u o t s o f T SB w i t h
2 0 % g l y c e r o l , a n d s t o r e d a t - 8 0
° C . F r o z e n s t o c k s w e r e g r o w n b y s t r e a k i n g o n t o T SA a n d
s u bj e c t e d t o b a c t e r i a l i d e n t i f i c a t i o n u s i n g t h e E n t e r o t u b e
^ '^
I I s y s t e m f o r i d e n t i f i c a t i o n o f
E n t e r o b a c t e r i a c e a e . T a b l e 4 s u mm a r i z e s t h i s t r i p l e - s t r e a k p r o c e d u r e f o r c u l t u r i n g E c o l i
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T a b l e 4 . S u m m a r y o f T r i p l e - S t r e a k P r o c e d u r e f o r C u l t u r i n g E . c o l i
D a y P r o c e d u r e M e d i a C o m m e n t s
1
' '
s t r e a k B i o R a d
St r e a k e d l i q u i d f r o m l a r g e s t p o s i t i v e
c o m p a r t m e n t i n e a c h b a g ( 1 p l a t e / b a g )
2
" ' '
s t r e a k B i o R a d
C h o s e i s o l a t e d c o l o n y f r o m p l a t e a n d r e -
s t r e a k e d , i n t r i p l i c a t e ; s t r e a k e d 3 d i f f e r e n t
c o l o n i e s (3 p l a t e s / b a g )
2
" ^
s t r e a k T SA
C h o s e o n e i s o l a t e d c o l o n y f r o m e a c h p l a t e a n d
r e - s t r e a k e d (3 p l a t e s /b a g )
F r o z e n c u l t u r e s
T SB + 2 0 %
g l y c e r o l
C h o s e o n e i s o l a t e d c o l o n y f r o m e a c h p l a t e a n d
a d d e d t o 1 m L l i q u i d m e d i u m fo r f r e e z e r
s t o r a g e
3 . 7 E n t e r o t u b e
^ ^
I I
, T MT h e E n t e r o t u b e I I i s a n i d e n t i fi c a t i o n s y s t e m f o r t h e f a m i l y o f b a c t e r i a
E n t e r o b a c t e r i a c e a e
,
w h i c h i n c l u de s E c o l i . T h e E n t e r o t u b e t e s t i s a p r e p a r e d
m u l t i m e d i a t u b e t h a t p e r f o r m s 1 5 s t a n d a r d b i o c h e m i c a l t e s t s f o l l o w i n g i n o c u l a t i o n f r o m a
b a c t e r i a l c o l o n y . T h e d a y p r i o r t o p e r f o r m i n g t h e E n t e r o t u b e t e s t , a l l f r o z e n c u l t u r e s t o
b e t e s t e d w e r e a l l o w e d t o t h a w a t r o o m t e m p e r a t u r e , t h e n a s a m p l e f r o m e a c h v i a l w a s
s t r e a k e d f o r i s o l a t i o n o n t o i n d i v i d u a l p l a t e s c o n t a i n i n g T SA , i n t r i p l i c a t e , a n d i n c u b a t e d
a t 4 4 . 5 ° C f o r 18 - 2 4 h o u r s . T h e d a y o f t h e t e s t , o n e i s o l a t e d c o l o n y f r o m e a c h p l a t e w a s
s u bj e c t e d t o a n E n t e r o t u b e t e s t a c c o r d i n g t o t h e d i r e c t i o n s i n c l u d e d w i t h t h e t e s t k i t
(B e c t o n D i c k i n s o n , 1 9 9 9) . T h u s , t hr e e E n t e r o t u b e s (t e s t i n g t h r e e s e p a r a t e l y i s o l a t e d
c o l o n i e s ) p e r b a g t e s t w e r e a n a l y z e d . E n t e r o t u b e s w e r e i n c u b a t e d a t 3 7
° C f o r 18 - 2 4
h o u r s R e s u l t s w e r e r e a d a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r
'
s i n s t r u c t i o n s .
3 . 8 D a t a A n a l y s i s
T h e d a t a w e r e a n a l y z e d t o t e s t i f t h e r e w e r e s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n
r e s u l t s p r o d u c e d i n t h e n e w C B T m e t h o d c o m p a r e d t o t h e g o l d s t a n d a r d I D E X X
C o l i l e r t ® Qu a n t i t r a y 2 0 0 0 t e s t (QT ) . T h e d a t a w e r e a n a l y z e d u s i n g t h e s t a t i s t i c a l
3 1
s o f t w a r e G r a p h P a d P r i s m 5 (G r a p h P a d So ft w a r e , I n c , 2 0 0 9 ) a n d M i c r o s o ft E x c e l 2 0 0 8
(M i c r o s o ft C o r p o r a t i o n , 2 0 10 )
T h e d a t a w e r e a n a l y z e d t o t e s t f o r s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e C B T a n d
t h e QT w i t h r e s p e c t t o t h e d i f f e r e n t m e d i a u s e d t o c u l t u r e E c o l i , t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e
X - g l u c s u b s t r a t e i n t h e m e d i u m , t h e i n c u b a t i o n t i m e , a n d t h e i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e .
A l l a n a l y s e s i n v o l v i n g t h e CB T w e r e p e r f o r m e d u s i n g n o n - p a r a m e t r i c t e s t s t h a t d o n o t
a s s u m e t h e d a t a a r e n o r m a l l y d i s t r i b u t e d . T h i s t y p e o f t e s t w a s c h o s e n b e c a u s e t h e r e s u l t s
o b t a i n e d i n t h e C B T a r e l i m i t e d i n t h e n u m b e r s o f d i f f e r e n t p o s s i b l e c o n c e n t r a t i o n
o u t c o m e s
,
du e t o t h e b a g o n l y h a v i n g f i v e c o m p a r tm e n t s . T h e r e f o r e , t h e r e s u l t i n g d a t a a r e
n o t c o n t i n u o u s b u t i n s t e a d c a t e g o r i c a l i n o u t c o m e s A d d i t i o n a l l y , a l l a n a l y t i c a l t e s t s w e r e
c h o s e n t o c o n s e r v e t h e m a t c h e d p a i r s a s p e c t o f t h e d a t a . T h i s w a s d o n e t o a c c o u n t f o r t h e
d i f f e r e n c e s i n e x p e r im e n t a l c o n d i t i o n s t h a t c a n o c c u r w h e n u s i n g b a t c h e s o f s a m p l e w a t e r
c o l l e c t e d o n d i f f e r e n t d a y s , t h u s a l l o w i n g f o r c o m p a r i s o n s t o b e m a d e b e t w e e n
e x p e r im e n t s p e r f o r m e d o n d i f f e r e n t d a y s . T h e t h r e s h o l d f o r s i g n i f i c a n c e w a s a
= 0 0 5 .
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4
. R e s u l t s
4 . 1 M e d i a C o m p a r i s o n i n M u l t i p l e T u b e F e r m e n t a t i o n A s s a y s
T h e c o l i f o r m m e d i a L T B a n d E C
,
b o t h s u p p l e m e n t e d w i t h X - G Iu c , w e r e
e v a l u a t e d f o r E . c o l i d e t e c t i o n i n r e p l i c a t e w a t e r s a m p l e s c o m p a r e d t o d e t e c t i o n u s i n g
C o l i l e r t i n a m u l t i p l e t u b e f e r m e n t a t i o n t e s t f o r m a t . M e a n s , m e d i a n s , a n d 9 5%
c o n f i d e n c e i n t e r v a l s a r o u n d t h e m e a n s f r o m t h e s e e x p e r im e n t s a r e p r e s e n t e d i n t a b l e 5 .
V a l u e s r e p r e s e n t c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i a s M PN / 10 0 m L .
T a b l e 5 . M e d i a C o m p a r i s o n R e s u l t s : M e a n s , M e d i a n s , a n d 9 5% C I s o f L T B /X - g l u c ,
E C /X - g l u c , a n d C o l i l e r t a t i n c u b a t i o n t i m e s o f 2 4 a n d 4 8 h o u r s (v a l u e s r e p r e s e n t
c o n c e n t r a t i o n s o t E . c o l i a s M P N / 10 0 m L )
M e d i a ^ . . „ 9 5 % C I A r o u n d
_ M e d i a n M e a n
^
, . .
T y p e t h e M e a n
[ f i 3 1 . 5 4 Z sTe [ 2 0 . 4 , 3 6 . 8 ]
2 4 H r s E C 9 . 8 7 7 1 0 . 2 [ 8 . 7 , 1 1 . 6 ]
C o l i le r t 6 3 J 7 2 , 9 [ 3 3 . 2 , 1 1 2 . 6 ]
L T B 5 2 . 7 5 5 . 8 [ 3 6 . 2 , 7 5 . 4 ]
4 8 H r s E C 1 5 . 4 1 8 . 1 [ 9 . 0 , 2 7 . 1 ]
C o l i l e r t 6 4 U 1 0 1 . 7 [ 4 5 . 2 , 1 5 8 . 1 ]
T h e r e s u l t s f r o m e a c h o f t h e t hr e e t r i p l i c a t e M T F e x p e r im e n t s c o m p a r i n g m e d i a
a n d i n c u b a t i o n t im e s , a s m e a n s a n d t h e i r 9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l s , a r e s h o w n i n f i g u r e 3
T h e s e r e s u l t s w e r e t e n t a t i v e l y a s s u m e d t o n o t b e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t i f 9 5 % c o n f i d e n c e
in t e r v a l s o v e r l a p p e d . T h e e x p e r im e n t o n 3 /2 4 / 0 9 s h o w s t h e m e a n E c o l i M P N / 10 0 m L
d e t e c t e d b y t h e C o l i l e r t m e d i u m w a s s i g n i f i c a n t l y h i gh e r t h a n t h e L T B a n d E C m e d i a a t
2 4 h o u r s s i n c e 9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l s d i d n o t o v e r l a p . A f t e r 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n ,
h o w e v e r
,
t h e r e w a s n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n t h e m e a n E c o l i M PN / 10 0
m L b e t w e e n C o l i l e r t a n d L T B m e d i u m (9 5 % C I s o v e r l a p p e d ) , b u t t h e r e w a s s t i l l a
s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n C o l i l e r t a n d E C m e d i u m (9 5 % C I s d i d n o t
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o v e r l a p ) F o l l o w i n g t h i s e x p e r i m e n t , t h e E C m e d i a w a s d r o p p e d f r o m t h e c o m p a r i s o n
b e c a u s e i t p r o d u c e d m e a n c o n c e n t r a t i o n s f o r E c o l i t h a t w e r e m u c h l o w e r t h a n t h e
C o l i l e r t m e d i u m (9 5% C I s d i d n o t o v e r l a p a ft e r 2 4 o r 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n ) , a n d b e c a u s e
t h e c o s t o f E C w a s m o r e t h a n t h e c o s t o f t h e L T B m e d i u m (s e e a p p e n d i x f o r p r i c i n g ) .
T h e e x p e r im e n t p e r f o r m e d o n 4 / 1 4 / 0 9 s h o w s th e m e a n E c o l i M PN / 1 0 0 m L
d e t e c t e d b y L T B m e d i u m w a s n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m t h e m e a n E c o l i M PN / 100
m L d e t e c t e d b y C o l i l e r t a ft e r 2 4 o r 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n t im e (9 5% C I s o v e r l a p p e d ) . T h e
e x p e r im e n t o n 5/ 19 /0 9 a l s o s h o w s m e a n n u m b e r s o i E c o l i / l OO m L w e r e n o t
s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t b e t w e e n L T B a n d C o l i l e r t a ft e r 2 4 o r 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n (9 5 %
C I s o v e r l a p p e d ) . T h e a v e r a g e o f a l l r e s u l t s f r o m a l l t h r e e e x p e r im e n t s s h o w e d t h e
n i u n b e r s o f E . c o l i d e t e c t e d b y L T B a n d C o l i l e r t m e d i u m w e r e n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t
(9 5% C I s o v e r l a p p e d)
M e a n E . c o l i M P N / 1 0 0 m L R e s u l t s f o r L T B / X - g l u c a n d EC / X -
g l u c m e d i a c o m p a r e d t o C o l i l e r t St a n d a r d a t 2 4 a n d 4 8 H o u r s
3 5 0 0 0 0
3 0 0 . 0 0 0
o 2 5 0 . 0 0 0
a . 2 0 0 . 0 0 0
"
S 1 5 0 . 0 0 0
u
a 10 0 . 0 0 0
a
S 5 0 , 0 0 0 ^
0 . 0 0 0
*
2 4 H o u r s54 8 H o u r s 2 4 H o u r s ^ S H o u r s 2 4 H o u r $4 8 H o u r s
3 / 2 4 / 0 9
* C o l i l e r t
■ U TB / X - g l u c
E C/ X - g l u c
4 / 1 4 / 0 9 5 / 1 9 / 0 9 iA v e r a g e
F i g u r e 3 . C o m p a r a t i v e d e t e c t i o n o f £
"
. c o l i b y d i f f e r e n t m e d i a i n a M T F t e s t
(b a r s = 9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l s )
3 4
A b o x - a n d - w h i s k e r s p l o t (b o x p l o t ) o f t h e d a t a a c c o r d i n g t o i n c u b a t i o n t im e i s
s h o w n i n f i g u r e 4 . T h i s i s t h e s a m e d a t a a s s h o w n i n f i g u r e 3 , h o w e v e r , t h i s g r a p h
d e p i c t s t h e r a n g e a n d s p r e a d o f d a t a a r o u n d t h e m e d i a n . T h e C o l i l e r t m e d i u m g a v e a
h i g h e r r a n g e o f c o n c e n t r a t i o n o f E c o l i (2 9 - 2 2 7 M P N / 10 0 m L a n d 4 0 - 2 7 5 M PN / 10 0 m L
a t i n c u b a t i o n t im e s o f 2 4 a n d 4 8 h o u r s , r e s p e c t i v e l y ) t h a n t h e L T B a n d E C m e d i a (L T B
r a n g e d f r o m 8- 4 5 a n d 2 7 - 13 0 M PN / 10 0 m L a t 24 a n d 4 8 h o u r s o f i n c u b a t i o n ,
r e s p e c t i v e l y ; E C r a n g e d f r o m 9 - 1 1 a n d 12 - 2 7 M PN / 10 0 m L a t 2 4 a n d 4 8 h o u r s o f
i n c u b a t i o n
,
r e s p e c t i v e l y ) . A t 2 4 h o u r s , t h e m e d i a n E c o l i c o n c e n t r a t i o n s d i f f e r e d a m o n g
t h e m e d i a ( 3 1 , 9 , a n d 6 3 M P N / 10 0 m L f o r L T B , E C , a n d C o l i l e r t , r e s p e c t i v e l y )
H o w e v e r
,
a t 4 8 h o u r s o f i n c u b a t i o n
,
t h e L T B a n d C o l i l e r t s h o w e d s im i l a r m e d i a n E c o l i
c o n c e n t r a t i o n s o f 5 2 a n d 6 4 M P N / 10 0 m L
,
r e s p e c t i v e l y .
3 5
Co m p a r is o n o f LT B , E C , a n d C o i e rt M e d ia
b y I n c u b a t i o n T im e
3 0Ch |
2 0 0 *
10 0 -
0 " I
n J*
x ^
* ^
T X
^
^ ^ ^ <^ ^ ^
#
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# # / J
"
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A .
? ^ ^ ^ ^ t * a ^ | ^^ S & C 3 ^
™ r ^ rt tf ^ K ^ E? ^
F i g u r e 4 . B o x p l o t : C o m p a r i s o n o f £
^
. c o l i d e t e c t i o n b y d i f f e r e n t m e d i a
f o r i n c u b a t i o n t i m e s o f 2 4 a n d 4 8 h o u r s
R e s u l t s o f t h e s e a s s a y s w e r e s u bj e c t e d t o s t a t i s t i c a l a n a l y s i s t o d e t e r m i n e i f t h e
c a n d i d a t e m e d i a f o r u s e i n t h e C B T , L T B a n d E C , d e t e c t e d t h e s a m e c o n c e n t r a t i o n s o f E
c o l i a s t h e C o l i l e r t m e d i u m . T h e D ' A g o s t i n o & P e a r s o n t e s t f o r n o r m a l i t y (
" O m n i b u s
K 2 " t e s t ) d e t e r m i n e d th e d a t a w e r e n o t n o r m a l ly d i s t r i b u t e d Sa m p l e s r e p r e s e n t e d
m a t c h e d - p a i r s d u e t o e a c h e x p e r im e n t b e i n g p e r f o r m e d o n d i f f e r e n t d a y s i n w h i c h
e x p e r im e n t a l c o n d i t i o n s m a y h a v e v a r i e d . T h e r e f o r e , t h e o n e - w a y a n a l y s i s o f v a r i a n c e
n o n - p a r a m e t r i c t e s t f o r m a t c h e d - p a i r s , F r i e d m a n
'
s o n e - w a y A N O V A , w a s c h o s e n .
D u n n
'
s m u l t i p l e c o m p a r i s o n s p o s t - t e s t w a s c h o s e n t o c o m p a r e a l l p o s s i b l e p a i r s o f
g r o u p s (i e . , L T B - E C ; L T B - C o l i l e r t ; E C - C o l i l e r t ) . (G r a p h P a d S o ft w a r e , I n c . , 2 0 0 5 )
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F i r s t , a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d t o c o m p a r e n u m b e r s o f E c o l i d e t e c t e d b y a l l m e d i a
t y p e s (L T B , E C , a n d C o l i l e r t ) a ft e r i n c u b a t i o n t i m e s o f e i t h e r 2 4 o r 4 8 h o u r s . O n e - w a y
A N O V A c o m p a r i n g t h e E c o l i c o u n t s a ft e r 2 4 o r 4 8 h o u r i n c u b a t i o n t i m e s f o u n d t h e
m e d i a n s o f t h e c o n c e n t r a t i o n s o f £
■
c o l i (M PN / 10 0 m L ) f o r e a c h m e d iu m t o n o t b e
s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t a t 2 4 h o u r s i n c u b a t i o n t im e (p = 0 . 1 9 4 4 ) . M e d i a n s w e r e f o u n d t o b e
s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t a ft e r 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n t im e (p = 0 0 2 7 8) . D u n n
'
s p o s t
- t e s t
d e t e r m i n e d t h a t t h e o n l y p a i r i n g o f g r o u p s t h a t d i f f e r e d s i g n i f i c a n t l y w a s t h e E C m e d i u m
c o m p a r e d t o t h e C o l i l e r t m e d i u m a t 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n
T h e E C m e d i u m d i f f e r e d f r o m th e C o l i l e r t m e d i u m a ft e r 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n
,
a n d
i t d i d n o t p r o d u c e c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i a s h i g h a s t h e L T B m e d i u m w h e n c o m p a r e d
t o t h e C o l i l e r t s t a n d a r d (fi g u r e 3) . F u r t h e r , t h e E C m e d i u m i s m o r e e x p e n s i v e t h a n t h e
L T B m e d i u m . T h e r e f o r e
,
t h e E C m e d i u m w a s d i s c o n t i n u e d f r o m e v a l u a t i o n a n d t h e L T B
w a s fu r t h e r c o m p a r e d t o C o l i l e r t a s a s t a n d a r d m e d i u m . F r i e d m a n
'
s T e s t f o r O n e - w a y
A N O V A o f d a t a f r o m t h e L T B m e d i u m a n d C o l i l e r t c o m p a r i s o n s w a s p e r f o r m e d t o
c o m p a r e m e d i a n c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i o b t a i n e d a ft e r 2 4 a n d 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n .
F r i e d m a n ' s T e s t f o u n d th e m e d i a n E c o l i M PN / 10 0 m L b e t w e e n t h e L T B a n d C o l i l e r t
m e d i a t o b e s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t (p = 0 . 0 0 0 2 ) . D u n n
'
s p o s t
- t e s t f o u n d t h e o n l y p a i r i n g s
o f g r o u p s t o b e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t w e r e : L T B 2 4 H r s c o m p a r e d t o C o l i l e r t 2 4 H r s a n d
L T B 2 4 H r s c o m p a r e d t o C o l i l e r t 4 8 H r s . Wh i l e t h e L T B m e d i u m p r o d u c e d
c o n c e n t r a t i o n s o f £ c o l i t h a t w e r e s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t f r o m t h e C o l i l e r t
m e d i u m u n d e r s o m e c o n d i t i o n s
,
t h e r e s u l t s o f fi g u r e 3 s h o w e d t h a t t h e L TB m e d i u m w a s
m o r e p r o m i s i n g t h a n t h e E C m e d i u m f o r p r o d u c i n g c o n c e n t r a t i o n s o f £ . c o l i c l o s e r t o
3 7
t h o s e p r o d u c e d b y t h e C o l i l e r t m e d i u m . T h e r e f o r e , t h e L T B m e d i u m w a s t h e m e d i u m
c h o s e n t o b e e v a l u a t e d i n t h e C B T f o r m a t .
4 . 2 X - g l u c C h r o m o g e n C o n c e n t r a t i o n i n L T B M e d i u m a n d E . c o l i D e t e c t i o n
F o l l o w i n g t h e e x p e r i m e n t s d e t e r m i n i n g t h a t t h e L T B m e d i u m w o u l d b e u s e d f o r
e v a l u a t i o n i n t h e C B T f o r m a t
,
t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e X - g l u c c hr o m o g e n t o b e a d d e d t o
t h e m e d i u m h a d t o d e t e r m i n e d .
F i g u r e 5 s h o w s p i c t u r e s o f 4 c o n c e n t r a t i o n s o f X - g l u c i n t h e L T B m e d i u m i n t h e
C B T , c l o c k - w i s e f r o m t h e t o p l e f t : I X , 0 . 5X , O . I X , a n d 0 3 X (0 . 3 7 14 g / L , 0 . 1 8 5 7 g / L ,
0 . 0 3 7 14 g/ L , a n d 0 . 1 1 14 g /L , r e s p e c t i v e l y ) . T h e I X c o n c e n t r a t i o n c l e a r l y p r o d u c e d t h e
s t r o n g e s t c o l o r c h a n g e a n d t h e r e f o r e d i s p l a y e d t h e m o s t e a s i l y r e a d a b l e r e s u l t s . T h e 0 . 5 X
a n d 0 . 3X c o n c e n t r a t i o n s p r o d u c e d s im i l a r c o l o r c h a n g e r e s u l t s a n d w e r e s t i l l v i s i b l y e a s y
t o i n t e r p r e t T h e O . I X c o n c e n t r a t i o n d i d n o t s h o w a s t r o n g c o l o r c h a n g e a n d w a s d i f fi c u l t
t o i n t e r p r e t , t h u s i t w a s e x c l u d e d f r o m f u r t h e r a n a l y s i s .
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F i g u r e 5 . I X , 0 . 5 X , 0 3 X , a n d O. I X c o n c e n t r a t i o n s o f t h e X - g l u c c h r o m o g e n i n L T B
m e d i u m i n t h e C B T f o r m a t
I n i t i a l c o m p a r i s o n s w e r e m a d e b e t w e e n t h e I X c o n c e n t r a t i o n o f X - g l u c (0 . 3 7 14
g /L ) i n L T B a n d a c o n c e n t r a t i o n h a l f t h e s t r e n g t h (0 . 5 X , o r 0 . 1 8 5 7 g/ L ) i n L T B . R e s u l t s
o b t a i n e d f r o m e x p e r im e n t s c o m p a r i n g a I X c o n c e n t r a t i o n o f t h e X - g l u c c h r o m o g e n i n
L T B m e d i u m t o a 0 . 5X c o n c e n t r a t i o n o f X - g l u c i n L T B m e d i u m a n d t o t h e C o l i l e r t QT
a r e p r e s e n t e d i n t a b l e 6 . M e a n a n d M e d i a n v a l u e s r e p r e s e n t c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i a s
M P N / l OOm L .
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T a b l e 6 : E . c o l i M P N / 1 0 0 m L i n I X a n d 0 . 5 X X - g l u c i n L T B , a n d C o l i l e r t Q T s
(M e a n a n d M e d i a n v a l u e s r e p r e s e n t c o n c e n t r a t i o n s o f £
■
c o l i a s M PN / 10 0 m L )
95 % C I
G r o u p M e d ia n M e a n A r o u n d t h e
M e a n
^ o
<u o
H
2 4 H o u r s
4 8 H o u r s
I X
0 5 X
QT
I X
0 5 X
Q T
1 1 6
4 8 3
12 1
3 1 0
4 8 . 3
12 7
15 . 8
3 6 7
1 1 4
3 0 3
4 2 . 5
12 2
[2 6 , 2 8 9]
[2 2 4 , 5 1 1]
[8 1 , 14 8]
[ 14 4 , 4 6 1]
[3 1 2 , 5 3 9 ]
[9 3 , 15 2]
'— ' o
« 2
c3 D
2 4 H o u r s
4 8 H o u r s
I X
0 5 X
QT
I X
0 . 5 X
Q T
4 . 7
9 . 2
4
.
7
1 1 6
1 1 . 6
5 .2
5 5
14 . 6
4 7
16 5
2 1 2
5 4
[2 2 , 8 8 ]
[0 . 8 , 2 8 3]
[3 8 , 5 6 ]
[3 5 , 19 5]
[4 1 , 3 8 3]
[4 4 , 6 5 ]
F i r s t
,
t h e M PN / 10 0 m L o f i ^ c o l i d e t e c t e d by m e d i a c o n t a i n i n g I X a n d 0 . 5 X
c o n c e n t r a t i o n s o f X - G l u c (0 . 3 7 14 g / L a n d 0 . 18 5 7 g /L , r e s p e c t i v e l y ) w e r e c o m p a r e d t o
e a c h o t h e r a n d a g a i n s t t h e C o l i l e r t QT . T h e i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e u s e d w a s 4 4 . 5
° C .
L e v e l s o f £
"
c o l i w e r e c o m p a r e d b o t h a t 2 4 a n d 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n t im e
F i g u r e 6 s h o w s t h e m e a n M PN / 10 0 m L c o n c e n t r a t i o n s o f £ c o l i i n t h e C B T
f o r m a t w i t h I X X - G l u c
,
t h e C B T f o r m a t w i t h 0 . 5 X X - G l u c
,
a n d i n QT s w i t h C o l i l e r t .
T h e 0 . 5 X c o n c e n t r a t i o n o f X - g l u c i n t h e m e d i u m p r o du c e d c o n s i s t e n t l y h i g h e r
c o n c e n t r a t i o n s o f £ c o l i t h a n b o t h t h e I X X - g l u c a n d t h e QT . H o w e v e r , t h e E c o l i
c o n c e n t r a t i o n i n t h e 0 . 5X c o n c e n t r a t i o n o f X - g l u c w a s t e n t a t i v e l y a s s u m e d t o n o t b e
s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m t h a t i n t h e I X c o n c e n t r a t i o n o f X - g l u c i n t h e m e d i u m d u e t o
t h e i r o v e r l a p p i n g 9 5% c o n fi d e n c e i n t e r v a l s a t b o t h t a r g e t c o n c e n t r a t i o n s f o r E c o l i a t 2 4
a n d 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n t im e . A d d i t i o n a l l y , a t t h e l o w e r t a r g e t E c o l i c o n c e n t r a t i o n o f
0
.
1 C FU / 10 0 m L t h e m e a s u r e d E . c o l i c o n c e n t r a t i o n i n L T B w i th 0 . 5X X - g l u c
4 0
c o n c e n t r a t i o n w a s t e n t a t i v e l y a s s u m e d t o n o t b e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m th a t i n t h e
QT w i t h C o l i l e r t d u e t o o v e r l a p p i n g 9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l s .
M e a n E . c o l i M P N / 1 0 0 m L o f I X X - g l u c CB T , 0 . 5 X X -
g l u c CB T , a n d QT s a t 2 4 a n d 4 8 H o u r s
S
o
o
z
a ,
8
1* 3
e
re
6 0
5 0
4 0
3 0
2 0
1 0
0 r
Sv ^
m I X CB T
S 0 . 5 X CB T
« QT
2 4 H o u r s ! 4 8 H o u r s
T a r g e t [ I C F U / l O O m L ]
2 4 H o u r s
.
I
4 8 H o u r s
T a r g e t [0 1 C F U / l O O m L ]
F i g u r e 6 . M e a n E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s ( a n d 9 5 y o C I s ) d e t e c t e d i n s p i k e d
s u r f a c e w a t e r b y L T B w i t h I X a n d 0 . 5 X X - g l u c c o n c e n t r a t i o n s a n d b y C o l i l e r t QT s
a f t e r 2 4 a n d 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n a t 4 4 . 5 ' ' C
S t a t i s t i c a l a n a ly s i s o f t h e d a t a w a s p e r f o r m e d t o d e t e r m i n e i f L T B m e d i u m w i t h
I X a n d 0 . 5 X c o n c e n t r a t i o n s o f t h e X - g l u c s u b s t r a t e d e t e c t e d s i m i l a r n u m b e r s o f E . c o l i
w h e n c o m p a r e d t o t h e C o l i l e r t QT s t a n d a r d . T h i s d a t a s e t i n c l u d e d r e s u l t s o b t a i n e d u s i n g
t h e C B T m e t h o d a s d e s c r i b e d i n s e c t i o n 3 . Si n c e t h e s e r e s u l t s o b t a i n e d u s i n g t h e CB T
a r e n o t n o r m a l l y d i s t r i b u t e d , a n d v a l u e s r e p r e s e n t e d m a t c h e d - p a i r s , F r i e d m a n
'
s T e s t f o r
n o n - p a r a m e t r i c o n e - w a y A N O V A w a s p e r f o r m e d T h i s t e s t c o m p a r e s m e d i a n s o f t h r e e
o r m o r e g r o u p s . I t i s im p o r t a n t t o n o t e t h a t i t i s p o s s i b l e t o h a v e a v e r y s m a l l P v a l u e
(p < 0 . 0 0 0 1 ) - s u g g e s t i n g t h a t t h e m e d i a n s a r e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t - e v e n i f t h e
4 1
d i s t r i b u t i o n s o v e r l a p c o n s i d e r a b l y (G r a p h P a d So ft w a r e , I n c . , 2 0 0 5 ) . T h u s , D u n n
'
s n o n -
p a r a m e t r i c p o s t - t e s t w a s s u b s e q u e n t l y p e r f o r m e d t o c o m p a r e a l l p a i r i n g s o f g r o u p s o f
c o n c e n t r a t i o n s o f t h e X - g l u c c h r o m o g e n (L T B w i t h I X X - g l u c , a n d 0 5X X - g l u c ) a n d t h e
C o l i l e r t QT .
R e s u l t s o b t a i n e d f r o m F r i e d m a n ' s t e s t c o m p a r i n g t h e t h r e e g r o u p s (L T B w i t h I X ,
0 . 5X X - g l u c a n d C o l i l e r t QT ) a t 2 4 a n d 4 8 h o u r i n c u b a t i o n t i m e s fo u n d t h e m e d i a n E .
c o l i M PN / 10 0 m L v a l u e s t o b e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t a t b o t h i n c u b a t i o n t i m e s (p = 0 . 0 0 13
a n d p
= 0 . 0 0 0 2 o f 2 4 a n d 4 8 h o u r s , r e s p e c t i v e l y ) . D u n n
'
s p o s t
- t e s t f o u n d t h a t a ft e r 2 4
h o u r s in c u b a t i o n , t h e L T B w i t h I X X - g l u c w a s n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m t h e
C o l i l e r t QT ; a t 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n , t h e L T B w i th I X X - g l u c w a s n o t s i gn i f i c a n t l y
d i f f e r e n t f r o m t h e L T B w i t h 0 . 5 X X - g l u c . A l l o t h e r p a ir i n g s o f g r o u p s w e r e f o u n d t o b e
s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t (p < 0 0 5 ) .
N e x t
,
a l o w e r c o n c e n t r a t i o n o f t h e X - g l u c c h r o m o g e n i n t h e L T B m e d i u m (0 . 1 1 14
g /L , o r 0 . 3 X ) w a s e v a l u a t e d c o m p a r e d t o t h e 0 . 5 X X - G l u c c o n c e n t r a t i o n (0 . 18 5 7 g /L )
a n d t o t h e C o l i l e r t QT f o r E c o l i d e t e c t i o n i n s e w a g e - s p i k e d s u r f a c e w a t e r h a v i n g a t a r g e t
c o n c e n t r a t i o n o f e i t h e r 1 C F U / 10 0 m L o r 0 . 1 CF U / 10 0 m L . T h e s e X - G l u c
c o n c e n t r a t i o n s i n L T B w e r e c o m p a r e d a t i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s o f 4 4 . 5
' '
C , 3 7
°
C
,
a n d
2 7 ° C . C o n c e n t r a t i o n s o i E c o l i f o r e a c h m e d i u m a t e a c h i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e w e r e
c o m p a r e d a t i n c u b a t i o n t im e s o f 2 4 a n d 4 8 h o u r s . T h e s e r e s u l t s a r e p r e s e n t e d i n t a b l e 7 .
B a s e d o n t h e i r o v e r l a pp i n g c o n f i d e n c e i n t e r v a l s a l l t h r e e m e d i a e s t im a t e d s im i l a r E c o l i
c o n c e n t r a t i o n s a t t h e s a m e c o n d i t i o n s o f t e m p e r a t u r e a n d i n c u b a t i o n p e r i o d .
4 2
T a b l e 7 . E . c o l i M P N / 10 0 m L i n 0 . 5 X X - g l u c i n L T B , 0 ,
C o l i l e r t i n Q T s , a t I n c u b a t i o n T e m p e r a t u r e s o f 4 4 . 5
' '
C ,
I n c u b a t i o n T i m e s o f 2 4 a n d 4 8 H o u r s
3 X X - g l u c i n L T B , a n d
2>T C , a n d 2 T C , a n d
I n c u b a t i o n I n c u b a t i o n
T i m e T e m p e r a t u r e
G r o u p M e d i a n
M e a n
M P N / 1 0 0
m L
9 5 %
C o n f i d e n c e
I n t e r v a l
2 4 H o u r s
4 4 . 5 ° C
3 7
°
C
2 7 ° C
0 . 5 X
0 . 3 X
QT s
0 . 5 X
0 . 3 X
QT s
0 . 5 X
0 . 3 X
Q T s
4 . 7
9 . 2
8 . 5
3 . 4
9 . 2
3 . 6
< 1 . 0
< 1 . 0
2 . 0
8 . 3
1 4 . 6
8 . 8
5 . 4
1 4 . 9
3 8
< 1 . 0
< 1 . 0
2 . 2
[ 3 . 4 , 1 3 . 1 ]
[ 0 . 8 , 2 8 . 3 ]
[ 6 . 6 , 1 1 . 0 ]
[ 1 . 3 , 9 . 6 ]
[ 1 . 4 , 2 8 . 5 ]
[ 2 . 8 , 4 . 8 ]
N A
N A
[ 1 - 4 , 3 . 0 ]
4 8 H o u r s
4 4 . 5
°
C
3 7
°
C
2 7 ° C
0 . 5 X
0 . 3 X
Q T s
0 . 5 X
0 . 3 X
QT s
0 . 5 X
0 . 3 X
Q T s
4 8 . 3
4 8 . 3
1 8 . 5
5 . 6
3 1 . 0
9 . 6
9 . 7
2 . 9
4 . 1
3 5 . 3
3 4 . 9
1 9 . 2
1 8 . 4
2 8 . 0
9 . 5
9 . 3
4 . 7
3 . 8
[ 1 8 . 9 , 5 1 . 6 ]
[ 1 8 . 1 , 5 1 . 7 ]
[ 1 5 . 7 , 2 2 . 8 ]
[ - 0 . 4 , 3 7 . 1 ]
[ 1 0 . 0 , 4 6 . 0 ]
[ 6 . 6 , 1 2 . 4 ]
[ 5 . 6 , 1 3 . 1 ]
[ 1 . 6 , 7 . 8 ]
[ 2 . 6 , 5 . 0 ]
F i g u r e 7 s h o w s a b o x p l o t o f t h e E c o l i M PN / 10 0 m L f o r t h e t h r e e m e d i a . T h e
0 . 5 X a n d 0 . 3 X c o n c e n t r a t i o n s o f X - g l u c i n L T B h a d s im i l a r r a n g e s o f E c o l i ( 1 - 4 8
M PN / 10 0 m L ) . T h e L T B 0 . 5 X X - G l u c a n d C o l i l e r t QT g r o u p s h a d s i m i l a r i n t e r - q u a r t i l e
r a n g e s f o r E c o l i c o n c e n t r a t i o n s ( 1 - 1 3 a n d 3 - 12 M PN / 10 0 m L , f o r L T B w i t h 0 . 5 X X -
g l u c a n d C o l i l e r t , r e s p e c t i v e l y ) t h a t w e r e s m a l l e r t h a n t h a t f o r t h e L T B - 0 . 3 X X - G l u c
g r o u p (2 - 39 M PN / 10 0 m L ) .
4 3
Bo x p lo t C o m p a r i s o n o f £ c o l i M P N / 1 0 0 m L o f
L T B w t h 0 . 5 X X - g lu c , L T B w it h 0 . 3 X X - g lu c ,
a n d C o l ite r t Q T
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F i g u r e 7 . B o x p l o t o f o v e r a l l E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s i n s p i k e d t e s t w a t e r a s
d e t e c t e d i n C B T s w i t h L T B h a v i n g t w o d i f f e r e n t X - g l u c c o n c e n t r a t i o n s a n d i n
Q u a n t i t r a y s w i t h C o l i l e r t m e d i u m , a t a l l t e m p e r a t u r e s o f 4 4 . 5
' ' C
,
3 7 ' ' C
,
a n d 2 T C
,
a n d b o t h i n c u b a t i o n s p e r i o d s o f 2 4 a n d 4 8 h o u r s
F i g u r e 8 s h o w s m e a n c o n c e n t r a t i o n s a n d 9 5 % C I s o f E c o l i M PN / 10 0 m L
d e t e c t e d i n s p i k e d t e s t w a t e r s b y t h e C B T w i t h L T B c o n t a i n i n g 0 . 5 X a n d 0 . 3X X - g l u c
a n d b y C o l i l e r t QT s , a t t h e t h r e e i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s o f 2 7
°
C
,
3 7
°
C
,
a n d 4 4 . 5
"
C
,
a t
2 4 a n d 4 8 h o u r s o f i n c u b a t i o n . T h e L T B w it h 0 . 5 X X - g l u c c o n c e n t r a t i o n a n d t h e 0 3X
X - g l u c c o n c e n t r a t i o n w e r e t e n t a t i v e l y a s s u m e d t o n o t b e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t fr o m e a c h
o t h e r a n d f r o m t h e C o l i l e r t QT d u e t o o v e r l a p p i n g 9 5% c o n fi d e n c e i n t e r v a l s a t i n c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e s o f 4 4 . 5
°
C a n d 3 7 ° C a t b o t h i n c u b a t i o n t im e s o f 2 4 a n d 4 8 h o u r s . A t a
t e m p e r a t u r e o f 2 7
°
C a n E . c o l i c o n c e n t r a t i o n o f < 1 M PN / 10 0 m L w a s o b s e r v e d i n t h e
C B T a t b o t h c o n c e n t r a t i o n s o f X - g l u c i n t h e L T B m e d i u m . T h e r e f o r e , E c o l i
4 4
c o n c e n t r a t i o n s o f b o t h t h e 0 . 5 X a n d th e 0 . 3X c o n c e n t r a t i o n s w e r e t e n t a t i v e l y a s s u m e d t o
b e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m th o s e o f t h e C o l i l e r t QT a t 2 4 h o u r s d u e t o n o n -
o v e r l a p p i n g 9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l s . H o w e v e r , a f t e r a n i n c u b a t i o n t im e o f 4 8 h o u r s ,
t h e L T B w i t h 0 . 3X c o n c e n t r a t i o n o f X - g l u c p r o d u c e d c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i t h a t w e r e
n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m th o s e i n t h e L T B w i t h 0 . 5X c o n c e n t r a t i o n o r f r o m t h e
C o l i l e r t QT d u e t o o v e r l a p p i n g 9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l s .
M e a n E. c o l i M P N / 1 0 0 m L : 0 . 5 X v s . 0 . 3 X v s . Qu a n t i - T r a y s @
4 4 . 5 ° C , 3 7 » C & 2 1 ° C @ 2 4 & 4 8 H o u r s I n c u b a t i o n T i m e
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F i g u r e 8 . M e a s u r e d E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s i n s p i k e d t e s t w a t e r a s m e a s u r e d
b y t h e C B T t e s t u s i n g L T B w i t h t w o d i f f e r e n t X - g l u c c o n c e n t r a t i o n s a n d b y C o l i l e r t
QT , a t t h r e e i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s a n d t w o i n c u b a t i o n t im e s
A s i n d i c a t e d b y t h e d a t a i n f i g u r e 8 , a n i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o f 2 7
° C p r o d u c e s
l o w e r c o n c e n t r a t i o n s o f £
■
c o l i t h a n t h e h i g h e r i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s i n b o t h t h e L T B
w i t h X - G l u c C B T a n d t h e C o l i l e r t QT t e s t s a t b o t h i n c u b a t i o n t im e s o f 2 4 a n d 4 8 h o u r s .
4 5
T h e d a t a i n F i g u r e 8 a l s o i n d i c a t e t h a t a f t e r 4 8 h o u r s o f i n c u b a t i o n , c o n c e n t r a t i o n s o f E
c o l i a r e g r e a t e r i n b o t h t h e CB T s w i t h L T B X - G l u c a n d t h e QT s w i t h C o l i l e r t a c r o s s a l l
t h r e e t e m p e r a t u r e s t h a n i n t h e s a m e m e d i a a f t e r i n c u b a t i o n f o r o n l y 2 4 h o u r s . T e n t a t i v e
i n t e r p t a t i o n s o f r e s u l t s w e r e m a d e i n i t i a l l y b a s e d o n o v e r l a p p i n g o r n o n
- o v e r l a p p i n g 9 5 %
c o n f i d e n c e i n t e r v a l s b e c a u s e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s n o t p e r f o r m e d u n t i l a f t e r a l l
e x p e r im e n t s h a d b e e n r u n . F o l l o w i n g t h e s e e x p e r i m e n t s u s i n g s e w a g e - s p i k e d n a t u r a l
w a t e r
,
i n t h e t r i a l s u s i n g M o r g a n C r e e k u n t r e a t e d n a t u r a l s u r f a c e w a t e r , E c o l i r e s u l t s i n
t h e s e t r i a l s w e r e r e a d fo r i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s o f 4 4 5
' '
C a n d 3 7
°
C a f t e r 2 4 h o u r s
i n c u b a t i o n t im e b e c a u s e b o t h c o n c e n t r a t i o n s o f X - g l u c i n L T B i n t h e C B T r e s u l t e d i n
m o r e s im i l a r c o n c e n t r a t i o n s f o r E c o l i a s t h e QT C o l i l e r t a t 2 4 h o u r s c o m p a r e d t o 4 8
h o u r s o f i n c u b a t i o n . S im i l a r l y , i n t h e M o r g a n C r e e k t r i a l s , r e s u l t s f o r E c o l i
c o n c e n t r a t i o n s w e r e r e a d a f t e r 4 8 h o u r s o f i n c u b a t i o n fo r a l l t e s t s i n c u b a t e d a t t h e 2 7
° C
t e m p e r a t u r e .
St a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s p e r f o rm e d t o d e t e r m i n e i f o b s e r v e d E c o l i c o n c e n t r a t i o n s
w e r e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t . F r i e dm a n
'
s n o n - p a r a m e t r i c o n e - w a y A N O V A
f o r m a t c h e d - p a i r s t e s t w a s p e r f o r m e d t o c o m p a r e m e d i a n E c o l i M P N / 10 0 m L
c o n c e n t r a t i o n s b e t w e e n L T B c o n t a i n i n g 0 . 5 X X - g l u c , L T B c o n t a i n i n g 0 . 3X X - g l u c a n d
t h e C o l i l e r t QT . T h i s t e s t w a s c h o s e n f o r i t s a b i l i t y t o a n a l y z e d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e s e
g r o u p s o v e r t h e t h r e e i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s a n d t w o i n c u b a t i o n t im e s d u e t o i t s
a n a l y s i s o f m a t c h e d p a i r s . N o s i g n i f i c a n t di f f e r e n c e w a s o b s e r v e d b e t w e e n t h e t h r e e
g r o u p s (p = 0 . 5 4 6 2 ) . D u t m
'
s m u l t i p l e c o m p a r i s o n s p o s t - t e s t f o u n d t h a t n o p a i r i n g o f
g r o u p s w a s s i gn i f i c a n t l y d i f f e r e n t (i . e . , 0 . 5X X - g l u c c o m p a r e d t o 0 . 3X X - g l u c , 0 . 5X X -
g l u c c o m p a r e d t o t h e QT , a n d 0 . 3X X - g l u c c o m p a r e d t o t h e QT ) . T h e r e f o r e , o v e r a l l
4 6
m e d i a n c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i p r o du c e d b y L T B w i t l i 0 . 5X X - g l u c , L T B w i t h 0 . 3X X
-
g l u c , a n d t h e C o l i l e r t QT , b a s e d o n m a t c h e d - p a i r s a n a l y s i s o v e r a l l i n c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e s o f 4 4 . 5
° C
,
3 7
°
C
,
a n d 2 7
°
C
,
a n d b o t h i n c u b a t i o n t i m e p e r i o d s o f 2 4 a n d 4 8
h o u r s
,
d i d n o t d i f f e r s i g n i fi c a n t l y
4 . 2 . 1 E f f e c t o f i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o n c o n c e n t r a t i o n s o f £
"
. c o l i
p r o d u c e d u s i n g v a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s o f t h e X - g l u c c h r o m o g e n i n L T B m e d i u m
T h e c u l t u r e a s s a y g r o u p s (L T B 0 . 5 X X - g l u c a n d L T B 0 . 3X X - g l u c i n C B T , a n d
C o l i l e r t QT ) w e r e t h e n a n a l y z e d a c c o r d i n g t o i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e (4 4 . 5
' '
C , 3 7
°
C , a n d
2 7
°
C ) u s i n g F r i e d m a n
'
s t e s t f o r m a t c h e d - p a i r s t o d e t e r m i n e i f m e d i a n c o n c e n t r a t i o n s o f
E c o l i M PN / 10 0 m L p r o d u c e d by e a c h g r o u p d i f f e r e d a c c o r d i n g t o i n c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e . A t a n i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o f 4 4 . 5
° C t h e m e d i a n c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i
M PN / 10 0 m L f o r t h e L T B w i th 0 . 5 X X - g l u c i n C B T , L T B w it h 0 3 X X - g l u c , a n d
C o l i l e r t QT g r o u p s d i d n o t d i f f e r s i g n i f i c a n t l y (p = 0 . 9 04 8) . A t a n i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e
o f 3 7
°
C t h e m e d i a n c o n c e n t r a t i o n s o f £ c o l i M PN / 10 0 m L f o r t h e L T B w i t h 0 5 X X -
g l u c , L T B w i t h 0 . 3 X X - g l u c , a n d C o l i l e r t QT g r o u p s d i f f e r e d s i g n i fi c a n t l y (p = 0 . 0 0 13 ) .
A t a n i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o f 2 7
°
C t h e m e d i a n c o n c e n t r a t i o n s o f £ c o l i M PN / 10 0 m L
f o r t h e L T B w i t h 0 . 5X X - g l u c , L T B w i t h 0 . 3 X X - g l u c , a n d C o l i l e r t QT g r o u p s d i d n o t
d i f f e r s i g n i f i c a n t l y (p = 0 . 0 5 6 8) . T h e r e f o r e , m e d i a n c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i M PN / 10 0
m L p r o d u c e d b y L T B w i t h 0 5 X X - g l u c , L T B w i t h 0 . 3 X X - g l u c , a n d t h e C o l i l e r t QT d i d
n o t d i f f e r s i g n i fi c a n t l y w i t h i n a g i v e n i n c u b a fi o n t e m p e r a t u r e o f 4 4 5
° C o r 2 7 ° C .
H o w e v e r
,
m e d i a n c o n c e n t r a t i o n s o f E
.
c o l i M PN / 10 0 m L p r o d u c e d b y L T B w i t h 0 5 X X -
g l u c , L T B w i t h 0 3 X X - g l u c , a n d th e C o l i l e r t QT d i d d i f f e r s i g n i fi c a n t l y w i t h i n t h e
i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o f 3 7
' '
C .
4 7
4 . 2 . 2 E f f e c t o f i n c u b a t i o n t i m e o n c o n c e n t r a t i o n s o f £
"
. c o l i d e t e c t e d
u s i n g v a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s o f t h e X - g l u c c h r o m o g e n i n L T B m e d i u m
T h e c u l t u r e a s s a y g r o u p s (L T B w i t h 0 . 5X X - g l u c , L T B w i t h 0 . 3X X - g l u c , a n d
C o l i l e r t QT ) w e r e t h e n a n a l y z e d a c c o r d i n g t o i n c u b a t i o n t i m e (2 4 a n d 4 8 h o u r s ) u s i n g
F r i e d m a n
'
s t e s t f o r m a t c h e d - p a i r s t o c o m p a r e m e d i a n c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i M PN / 10 0
m L p r o d u c e d by e a c h g r o u p a c c o r d i n g t o i n c u b a t i o n t im e p e r i o d A t a n i n c u b a t i o n t i m e
o f 2 4 h o u r s t h e m e d i a n c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i M P N / 10 0 m L f o r t h e L T B w i t h 0 5X X -
g l u c , L T B w i t h 0 . 3 X X - g l u c , a n d C o l i l e r t QT g r o u p s d i d n o t d i f f e r s i g n i f i c a n t l y
(p = 0 . 0 8 4 9 ) . A t a n i n c u b a t i o n t im e o f 4 8 h o u r s t h e m e d i a n c o n c e n t r a t i o n s o f £ c o l i
M PN / 10 0 m L fo r t h e L T B w i th 0 . 5 X X - g l u c , L T B w i t h 0 . 3X X - g l u c , a n d C o l i l e r t QT
g r o u p s a l s o d i d n o t d i f f e r s i g n i f i c a n t l y (p = 0 . 2 0 0 0) T h e r e f o r e , w i t h i n a g i v e n i n c u b a t i o n
t i m e p e r i o d o f 2 4 o r 4 8 h o u r s , m e d i a n c o n c e n t r a t i o n s o f £ . c o l i M P N / 1 0 0 m L p r o d u c e d
b y t h e L T B m e d i u m w i t h 0 . 5X X - g l u c , L T B w i t h 0 . 3X X - g l u c , a n d t h e C o l i l e r t QT d i d
n o t d i f f e r s i g n i fi c a n t l y .
4 . 2 . 3 C o m b i n e d e f f e c t o f i n c u b a t i o n t i m e a n d i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e
o n c o n c e n t r a t i o n s o f £
■
. c o l i p r o d u c e d u s i n g v a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s o f t h e X - g l u c
c h r o m o g e n i n L T B m e d i u m
T h e c u l t u r e a s s a y g r o u p s (L T B w i th 0 . 5 X X - g l u c , L T B w i th 0 . 3 X X - g l u c , a n d
C o l i l e r t QT ) w e r e t h e n a n a ly z e d a c c o r d i n g t o i n c u b a t i o n t im e (2 4 a n d 4 8 h o u r s ) a n d
i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e (4 4 . 5
°
C
,
37
°
C
,
a n d 2 7
' '
C ) u s i n g F r i e d m a n
'
s t e s t f o r m a t c h e d - p a i r s
t o d e t e r m i n e i f m e d i a n c o n c e n t r a t i o n s o f £
■
c o l i M PN / 10 0 m L p r o d u c e d b y e a c h g r o u p
d i f f e r e d a c c o r d i n g t o i n c u b a t i o n t im e p e r i o d a n d i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e c o m b i n e d .
T h e s e r e s u l t s a r e p r e s e n t e d i n t a b l e 8 . V a l u e s i n c e l l s r e p r e s e n t P v a l u e s o b t a i n e d f r o m
4 8
a n a l y s i s b y F r i e d m a n
'
s t e s t f o r m a t c h e d - p a i r s . S t a r r e d v a l u e s r e p r e s e n t s i g n i f i c a n t
d i f f e r e n c e s b e t w e e n m e d i a n c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i M PN / 10 0 m L b e t w e e n t h e g r o u p s
(0 . 5X X - g l u c i n L T B , 0 3 X X - g l u c i n L T B , a n d C o l i l e r t QT ) A t a n i n c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e o f 4 4 . 5
' ' C
,
t h e r e w e r e n o t s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n L T B w it h 0 5 X X -
g l u c , L T B w i t h 0 . 3X X - g l u c , a n d t h e C o l i l e r t QT a t e i t h e r 2 4 o r 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n t i m e .
A t a n i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o f 3 7
°
C
,
t h e r e w a s a s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e i n m e d i a n E c o l i
M PN / 10 0 m L b e tw e e n t h e t hr e e g r o u p s a t 24 h o u r s o f in c u b a t i o n ; h o w e v e r , t h i s
d i f f e r e n c e d i s a p p e a r e d a ft e r 4 8 h o u r s o f i n c u b a t i o n t im e . A t a n i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o f
2 7
° C
,
t h e r e w a s a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n m e d i a n E c o l i M PN / 100 m L b e t w e e n t h e t hr e e
g r o u p s a t 2 4 a n d 4 8 h o u r s o f i n c u b a t i o n . H o w e v e r , a t t h e 2 7
° C i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e
D u n n
'
s p o s t
- t e s t s h o w e d t h e r e t o b e n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e 0 . 3X X - g l u c i n
L T B c o m p a r e d t o t h e QT a f t e r 4 8 h o u r s . Si n c e t h e 0 . 3X c o n c e n t r a t i o n o f X - g l u c i n L T B
w a s u l t im a t e l y t h e c o n c e n t r a t i o n o f c h o i c e d u e t o i t s e a s i l y r e a d a b l e c o l o r - c h a n g e a n d
l o w e r c o s t c o m p a r e d t o t h e o t h e r c o n c e n t r a t i o n s , r e s u l t s w e r e r e a d a ft e r 4 8 ho u r s
i n c u b a t i o n t im e a t t h e 2 7 ° C i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e .
T a b l e 8 . P V a l u e s f o r C o m p a r i s o n s o f M e d i a n C o n c e n t r a t i o n s o f E .
c o l i M P N / 1 0 0 m L i n L T B w i t h 0 . 5X X - g l u c , i n L T B M e d i u m w i t h 0 . 3 X X - g l u c , a n d
i n C o l i l e r t Q T , A c c o r d i n g t o I n c u b a t i o n T e m p e r a t u r e s o f 4 4 . 5
' ' C
,
ST
^
C , a n d 2 7
' '
C
,
a n d I n c u b a t i o n T i m e s o f 2 4 a n d 4 8 h o u r s
I n c u b a t i o n I n c u b a t i o n T im e
T e m p e r a t u r e 2 4 H o u r s 4 8 H o u r s
4 4 . 5
°
C 0 . 7 4 0 2 0 . 4 2 9 7
3 7
°
C 0 . 0 0 8 1 * 0 0 7 2 1
2 7
' '
C 0 . 0 0 17 * 0 . 0 0 17 *
* Si g n i f i c a n t P v a l u e
4 9
4 . 3 I n c u b a t i o n T e m p e r a t u r e
T h e q u e s t i o n o f w h e t h e r t h e d i f f e r e n t i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s o f 4 4 . 5
' '
C , 3 7
°
C ,
a n d 2 7 ° C p r o du c e d s i m i l a r c o n c e n t r a t i o n s o f £ c o l i i n t h e L T B m e d i u m w i t h X - G l u c i n
t h e C B T a n d t h e C o l i l e r t QT w a s f u r t h e r e x p l o r e d i n e x p e r im e n t s u s i n g M o r g a n C r e e k
u n t r e a t e d n a t u r a l s u r f a c e w a t e r . A s s t a t e d i n s e c t i o n 4 . 2
,
s t a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s n o t
p e r f o r m e d u n t i l a ft e r a l l e x p e r im e n t s h a d b e e n d o n e , a n d t h e r e f o r e , t h e a s s u m p t i o n s m a d e
f r o m o v e r l a p p i n g 9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l s , a s s h o w n i n f i g u r e 8 , w e r e u s e d f o r t h e
d e s i g n o f t h e s e e x p e r im e n t s . F u r t h e r , a t i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s o f 4 4 . 5
° C a n d 3 7 ° C
,
c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i p r o d u c e d a f t e r 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n t i m e e x c e e d e d t h e d e t e c t i o n
l im i t o f t h e C B T (i . e . , > 4 8 . 3 M P N / l OOm L ). T h e r e f o r e , r e s u l t s w e r e r e a d a ft e r 2 4 h o u r s
o f i n c u b a t i o n f o r C B T s a n d QT s a t t h e 4 4 5
°
C a n d 3 7
' '
C i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s . A t a n
i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o f 2 7
° C
,
n o v i s u a l l y d e t e c t a b l e r e s u l t s w e r e p r o d u c e d i n t h e CB T
a ft e r 2 4 h o u r s o f i n c u b a t i o n (i . e . , < 1 M PN / 10 0 m L ) . T h e r e f o r e , r e s u l t s o f C B T s a n d QT s
w e r e r e a d a ft e r 4 8 h o u r s o f i n c u b a t i o n a t t h e 2 7 ° C i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e M e d i a n s ,
m e a n s
,
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(p = 0 . 4 8 14 ) .
A n a l y s i s w a s t h e n d o n e a c c o r d i n g t o i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e . A t t h e i n c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e o f 4 4 . 5
' '
C , E c o l i c o n c e n t r a t i o n s f o r m a t c h e d - p a i r s b e t w e e n t h e C B T s a n d
t h e QT w e r e a n a l y z e d u s i n g t h e W i l c o x o n s i g n e d - r a n k m a t c h e d p a i r s t - t e s t t o d e t e r m i n e
i f c o n c e n t r a t i o n s o i E c o l i p r o d u c e d b y e a c h t e s t w e r e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t o r n o t a t t h i s
t e m p e r a t u r e . A n a l y s i s f o u n d t h e c o n c e n t r a t i o n s o f £ c o l i w e r e n o t s i gn i f i c a n t l y d i f f e r e n t
b e t w e e n t h e C B T a n d t h e QT a t a n i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o f 4 4 5
° C (p = 0 4 1 5 5) .
A t t h e i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o f 3 7
°
C , E c o l i c o n c e n t r a t i o n s f o r m a t c h e d - p a i r s
b e t w e e n t h e C B T a n d t h e QT w e r e a n a l y z e d u s i n g t h e W i l c o x o n s i g n e d - r a n k m a t c h e d
p a i r s t - t e s t t o d e t e r m i n e i f c o n c e n t r a t i o n s o f E . c o l i p r o d u c e d b y e a c h t e s t w e r e
s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t a t t h i s t e m p e r a t u r e . A n a l y s i s f o u n d t h e c o n c e n t r a t i o n s o i E c o l i
w e r e n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t b e t w e e n t h e C B T a n d t h e QT a t a n i n c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e o f 3 7
°
C (p = 0 . 3 5 0 1) .
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A t t h e i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o f 2 T Q , E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s f o r m a t c h e d - p a i r s
b e t w e e n t h e C B T a n d t h e QT w e r e a n a l y z e d u s i n g th e W i l c o x o n s i g n e d - r a n k m a t c h e d
p a i r s t - t e s t t o d e t e r m i n e i f c o n c e n t r a t i o n s o i E c o l i p r o d u c e d b y e a c h t e s t w e r e
s i gn i f i c a n t ly d i f f e r e n t a t t h i s t e m p e r a t u r e . A n a l y s i s f o u n d t h e c o n c e n t r a t i o n s o f £ c o l i
w e r e n o t s i g n i f i c a n t ly d i f f e r e n t b e tw e e n t h e C B T a n d t h e QT t e s t s a t a n i n c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e o f 2 7
°
C (p
= 0 . 3 1 2 5 )
F r i e d m a n ' s m a t c h e d - p a i r s o n e - w a y A N O V A t e s t w a s p e r f o r m e d t o d e t e r m i n e i f
c o n c e n t r a t i o n s o f £
■
c o l i p r o du c e d i n t h e C R T s d i f f e r e d f r o m e a c h o t h e r a c r o s s t h e t h r e e
i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s o f 4 4 . 5 , 3 7 , a n d 2 7
° C . N o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e w a s f o u n d
b e tw e e n t h e CR T s a c r o s s t h e t h r e e i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s (p = 0 . 6 0 13 ) .
T h e s e s t a t i s t i c a l r e s u l t s s h o w th a t a t a n i n c u b a t i o n t im e o f 2 4 h o u r s a n d a n
i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o f 3 7
° C o r 4 4 . 5 ° C
,
t h e r e w a s n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s e e n
b e t w e e n c o n c e n t r a t i o n s o f E . c o l i p r o du c e d i n t h e C R T w i t h L T R a n d X - G lu c c o m p a r e d
t o t h e QT w i t h C o l i l e r t . A t a n i n c u b a t i o n t i m e o f 4 8 h o u r s a n d a n i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e
o f 2 7
°
C th e r e w a s a l s o n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s e e n b e tw e e n c o n c e n t r a t i o n s o f £ c o l i
p r o du c e d i n t h e CB T w i t h L T R a n d X - G l u c c o m p a r e d t o t h e QT w i th C o l i l e r t .
4
. 4 B i o c h e m i c a l I d e n t i fi c a t i o n o f £
"
. c <7/ / I s o l a t e s O b t a i n e d f r o m C B T s b y
S t r e a k P l a t i n g a n d E n t e r o t u b e
™
I I T e s t s
R e s u l t s f r o m c u l t u r e - b a s e d b i o c h e m i c a l i d e n t i f i c a t i o n o f b a c t e r i a i s o l a t e d f r o m
p o s i t i v e CR T c o m p a r t m e n t s a f t e r i n c u b a t i o n a r e p r e s e n t e d A n i n it i a l e x p e r im e n t w a s
p e r f o r m e d t o s c r e e n f o r p r e s u m p t i v e E . c o l i i n b o t h p o s i t i v e a n d n e g a t i v e c o m p a r t m e n t s
b y s t r e a k i n g f o r i s o l a t i o n o n R i o R a d RA P I D E c o l i i J
^
a g a r a n d o b s e r v i n g fo r
c h a r a c t e r i s t i c a l l y c o l o r e d c o l o n i e s . I n t h i s e x p e r i m e n t i s o l a t e d c o l o n i e s w e r e n o t f u r t h e r
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• s u b j e c t e d t o c o n f i r m a t
o r y t e s t i n g . T a b l e s 1 0 a n d 1 1 s u m m a r i z e t h e r e s u lt s a ft e r 2 4 a n d
4 8 h o u r s i n c u b a t i o n t im e , r e s p e c t i v e l y .
T a b l e 1 0 . S t r e a k P l a t e R e s u l t s o n c h r o m o g e n i c E . c o l i A g a r M e d i u m f o r
P r e s u m p t iv e E . c o l i P o s i t i v e a n d N e g a t i v e B a g C o m p a r t m e n t s a f t e r 2 4 H o u r s o f
I n c u b a t i o n
E . c o l i P o s i t i v e E . c o l i N e g a t i v e T o t a l
P o s i t i v e C m p t 1 2 0 1 2
N e g a t iv e C m p t 7 5 1 2
T o t a l 1 9 5 2 4
T a b l e 1 1 . St r e a k P l a t e R e s u l t s o n c h r o m o g e n i c E . c o l i A g a r M e d i u m f o r
P r e s u m p t i v e E . c o l i P o s i t i v e a n d N e g a t i v e C o m p a r t m e n t s a f t e r 4 8 H o u r s o f
I n c u b a t i o n
E . c o l i P o s i t i v e E . c o l i N e g a t i v e T o t a l
P o s i t i v e C m p t 1 3 0 1 3
N e g a t iv e C m p t 5 6 1 1
T o t a l 1 8 6 2 4
T a b l e 1 2 l i s t s t h e c a l c u l a t e d i d e n t i f i c a t i o n s t a t i s t i c s f r o m t h e s e r e s u l t s . B a s e d o n
t h e a p p e a r a n c e o f c h a r a c t e r i s t i c c o l o n i e s o n s t r e a k e d p l a t e s o f a c h r o m o g e n i c E c o l i a g a r
m e d i u m , E c o l i p r e s e n c e w a s c o n f i r m e d i n a l l c o l o r - p o s i t i v e c o m p a r tm e n t s o f p l a s t i c
b a g s S u r p r i s i n g l y , E c o l i p r e s e n c e w a s a l s o f o u n d i n 3 7% o f c o l o r - n e g a t i v e
c o m p a r t m e n t s o f p l a s t i c b a g s . (S e e a p p e n d i x f o r c a l c u l a t i o n s )
T a b l e 12 . S u m m a r y S t a t i s t i c s f o r E . c o l i D e t e c t i o n i n P r e s u m p t i v e P o s i t i v e a n d
N e g a t i v e C B T C o m p a r t m e n t s b y St r e a k P l a t i n g o n t o a C h r o m o g e n i c E . c o l i A g a r
M e d i u m
2 4 H o u r s 4 8 H o u r s
S e n s i t i v i t y 6 3% 72 %
Sp e c i fi c i t y 10 0% 10 0%
P P V 10 0 % 10 0 %
N P V 4 2% 5 5%
F a l s e P o s i t i v e R a t e 0 0
F a l s e N e g a t i v e R a t e 3 7 % 2 8 %
A c c u r a c y 7 1% 7 9%
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E n t e r o t u b e b i o c h e m i c a l t e s t s w e r e p e r f o r m e d o n c o l o n i e s p r e s u m e d t o b e E c o l i
t h a t w e r e i s o l a t e d f r o m p o s i t i v e c o m p a r t m e n t s i n t h e b a g t e s t s u s i n g c h r o m o g e n i c E c o l i
a g a r . T a b l e 13 s u m m a r i z e s t h e r e s u l t s o f t h e s e t e s t s b y t h e C B T e x p e r i m e n t d a t e ,
i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e , t h e n u m b e r o f c o l o n i e s t h a t w e r e c o n f i r m e d t o b e E c o l i b y t h e
t e s t , t h e n u m b e r o f c o l o n i e s t h a t w e r e c o n fi r m e d t o n o t b e E c o l i b y t h e t e s t , a n d t h e
i d e n t i fi c a t i o n o f t h e o t h e r c o l o n i e s
,
w h e r e a p p h c a b l e .
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T a b l e 13 . E n t e r o t u b e
^ "^
I I R e s u l t s f o r P r e s u m p t i v e E . c o l i I s o l a t e s f r o m C o l o r -
p o s i t iv e C o m p a r t m e n s t o f C B T s c o n t a i n i n g M o r g a n C r e e k N a t u r a l S u r f a c e W a t e r
D a t e T e m p # E . c o l i # O t h e r T o t a l O t h e r t y p e
1 / 1 8 4 4 3 0 0 3 0
3 7 3 0 0 3 0
2 7 2 3 1 2 4 K l e b s i e l l a o z a e n a e
1 / 2 2 4 4 2 3 1 2 4 H a f n l a a l v e i
3 7 3 0 0 3 0
2 7 2 6 4 3 0 K l e b s ie l l a o z a e n a e
1 / 2 5 4 4 2 7 2 2 9 K l e b s i e l l a o z a e n a e
3 7 2 7 3 3 0 K l e b s ie l l a o z a e n a e
2 7 2 7 0 2 7
1 / 2 9 4 4 2 9 1 3 0 Un I D *
3 7 2 9 1 3 0 S h ig e l l a s p p .
2 7 1 5 0 1 5
1 / 3 1 4 4 2 8 2 3 0 Un I D *
3 7 2 9 1 3 0 K l e b s ie l l a o z a e n a e
2 7 2 9 1 3 0 K l e b s ie l l a o z a e n a e
2 / 5 4 4 3 0 0 3 0
3 7 2 7 3 3 0 K l e b s ie l l a o z a e n a e
E n t e r o b a c t e r a e r o g e n e s
2 7 18 6 2 4 (3 ) ; 3 U n I D *
2 / 8 4 4 3 0 0 3 0
3 7 3 0 0 3 0
2 7 3 0 0 3 0
2 / 1 2 4 4 3 0 0 3 0
3 7 2 8 2 3 0 K l e b s ie l l a o z a e n a e
2 7 2 8 2 3 0 H a f n l a a l v e i
2 / 1 6 4 4 3 0 0 3 0
3 7 2 8 2 3 0 K l e b s i e l la o z a e n a e
2 7 2 1 0 2 1
2 / 2 1 4 4 3 0 0 3 0
3 7 2 6 1 2 7 E n t e o b a c t e r c lo a c a e i
2 7 2 1 3 2 4 K l e b s ie l la o z a e n a e
T O T A L : 8 0 9 3 6 8 4 5
% o f
T o t a l : 9 5
^
7 4 J
* U n I D r e f e r s t o c o l o n i e s t h a t w e r e u n a b l e t o b e i d e n t i f i e d b y t h e E n t e r o t u b e
^ '^ I I c o d i n g
s y s t e m
B a s e d o n b i o c h e m i c a l a n a l y s i s o f p r e s u m p t i v e E c o l i c o l o n y i s o l a t e s f r o m c o l o r -
p o s i t i v e b a g c o m p a r tm e n t s , 9 5 . 7% o f i s o l a t e s w e r e c l a s s i f i e d a s E c o l i a n d 4 . 2 6% w e r e
c l a s s i f i e d a s o t h e r b a c t e r i a . T h e o t h e r b a c t e r i a d e t e c t e d w e r e m e m b e r s o f t h e
E n t e r o b a c t e r i a c e a e f a m i l y t h a t c o u l d o c c u r i n f e c a l l y c o n t a m i n a t e d w a t e r I n e x p e r i m e n t s
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w h e r e a t o t a l o f 3 0 c o l o n i e s w e r e n o t s u bj e c t e d t o E n t e r o t u b e b i o c h e m i c a l t e s t s , t h e
r e a s o n w a s m o s t l i k e l y d u e t o l a c k o f a n i s o l a t e d c o l o n y o r t h e e x p e r i m e n t d i d n o t h a v e
e n o u g h c o l o r - p o s i t i v e b a g c h a m b e r s t o s u bj e c t t o t e s t i n g , w h i c h i s a d d r e s s e d i n s e c t i o n 3 .
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5 . D i s c u s s i o n
T h i s s t u d y s h o w s t h a t t h e c o m p a r t m e n t a U z e d b a g t e s t i s c a p a b l e o f p r o d u c i n g
c o n c e n t r a t i o n s o f £
■
c o l i s im i l a r t o t h e C o l i l e r t Qu a n t i - T r a y s t a n d a r d t e s t a t n o n - s t a n d a r d
i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s o v e r a n i n c u b a t i o n t im e p e r i o d o f 2 4 t o 4 8 h o u r s . A s t h e
i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e i n c r e a s e d u p t o 4 4 . 5
°
C
,
r e s u l t s o b t a i n e d i n t h e C B T w e r e n o t
s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m t h o s e o b t a i n e d i n t h e QT t e s t a ft e r 2 4 h o u r s o f i n c u b a t i o n . A s
t h e i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e d e c r e a s e d d o w n t o 2 7
°
C , r e s u l t s o b t a i n e d i n t h e C B T w e r e n o t
s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m t h o s e o b t a i n e d i n t h e QT t e s t a ft e r 4 8 h o u r s o f i n c u b a t i o n .
T h e s e f i n d i n g s s h o w t h a t a s t h e i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e d e c r e a s e s f r o m 4 4 . 5
°
C t o
2 7
°
C
,
t h e i n c u b a t i o n t im e n e e d e d t o o b t a i n d e t e c t a b l e r e s u lt s i n c r e a s e s fr o m 2 4 t o 4 8
h o u r s T h e s e f i n d i n g s d e m o n s t r a t e t h e o v e r a l l a b i l i t y o f t h e C B T w i t h L T B m e d i u m
c o n t a i n i n g X - G l u c t o p e r f o r m a t a l e v e l c o m p a r a b l e t o t h e g o l d s t a n d a r d C o l i l e r t QT t e s t ,
w i t h c e r t a i n l im i t a t i o n s
,
a s d i s c u s s e d i n t h e f o l l o w i n g s e c t i o n s
Wh i l e t h e e v a l u a t i o n o f t h e C B T m e th o d w a s c o n d u c t e d i n a l a b o r a t o r y s e t t i n g ,
t h i s s t u d y a im e d t o s h o w i t s p o t e n t i a l t o b e u s e d i n t h e f i e l d i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s , b y
b o t h t r a i n e d p e r s o n n e l a n d u n t r a i n e d u s e r s . E a c h c o m p o n e n t o f t h e t e s t h a d t o b e
e v a l u a t e d a g a i n s t t h e g o l d s t a n d a r d t o p r o v e t h a t i t p r o d u c e d c o m p a r a b l e r e s u l t s (i . e . , n o t
s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t r e s u l t s ) . T h u s , i t w a s n e c e s s a r y t o e v a l u a t e e a c h o f
t h e s e c o m p o n e n t s i n a c o n t r o l l e d e n v i r o n m e n t . F u r t h e r , t h e g o l d s t a n d a r d t h a t t h i s t e s t
w a s e v a l u a t e d a g a i n s t , t h e C o l i l e r t Qu a n t i t r a y 2 0 0 0 , r e q u i r e d s p e c i a l e q u i p m e n t a n d
e l e c t r i c i t y , s o c o u l d o n l y b e p e r f o r m e d i n a l a b o r a t o r y s e t t i n g . T h e a p p l i c a t i o n o f t h e
CB T i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s a n d i t s u s e b y n o n - e x p e r t s w i l l b e a d dr e s s e d i n t h i s s e c t i o n .
5 . 1 M e d i a C o m p a r i s o n
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T h e m e d i a c o m p a r i s o n e x p e r im e n t s w e r e p e r f o r m e d t o d e t e r m i n e w h i c h m e d i a
(L T B w i t h X - g l u c o r E C w i t h X - g l u c ) p r o du c e d t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i i n
t h e m u l t i p l e t u b e fe r m e n t a t i o n t e s t f o r m a t , a n d w h i c h o f tw o w i d e ly u s e d c a n d i d a t e
m e d i a
,
L T B a n d E C w a s m o r e c o m p a r a b l e t o t h e C o l i l e r t s t a n d a r d m e d i u m f o r E c o l i
q u a n t i f i c a t i o n . T h e p e r f o r m a n c e o f t h e L T B m e d i u m w a s c l e a r l y m u c h b e t t e r t h a n t h e
E C m e d i u m a t q u a n t i fy i n g E . c o l i i n t e s t w a t e r s . T h e e f f i c a c y o f L T B i n c u l t u r i n g E c o l i
i s w e l l e s t a b l i s h e d (e . g . , F e n g & H a r tm a n , 1 9 9 2 ; P a r k e t a l , 19 9 5 ) , s o t h e r e s u l t s f o u n d i n
t h i s s t u d y s h o w t h a t t h i s e f fi c a c y w a s s t i l l a p p a r e n t w i t h t h e a d d i t i o n o f t h e c h r o m o g e n i c
s u b s t r a t e X - g l u c T h e L T B m e d i u m w a s a l s o p r e f e r r e d o v e r t h e E C m e d i u m b e c a u s e i t
c o s t s $0 . 1 8 l e s s p e r 10 0 m L s a m p l e , w h i c h t r a n s l a t e s t o a s i g n i f i c a n t c o s t d i f f e r e n c e o n a
l a r g e s c a l e , a n d i s e s p e c i a l l y im p o r t a n t t o c o n s i d e r f o r u s e i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s .
T h e r e f o r e
,
t h e L T B m e d i u m w a s c h o s e n a s t h e m e d i u m t o b e f u r t h e r e v a l u a t e d i n t h e
CB T f o r m a t .
5 . 2 C o n c e n t r a t i o n o f t h e X - g l u c C h r o m o g e n i n t h e M e d i a
E a s e o f i n t e r p r e t a t i o n o f t h e c o n c e n t r a t i o n o f E c o l i i n t h e C B T i s im p o r t a n t i f t h e
t e s t w i l l b e u s e d by n o n - e x p e r t s , s u c h a s m e m b e r s o f h o u s e h o l d s i n a r u r a l v i l l a g e s e t t in g .
H o w e v e r
,
t h e m o s t e x p e n s i v e e l e m e n t o f t h e C B T i s t h e X - g l u c c h r o m o g e n . I t w a s
t h e r e f o r e im p o r t a n t t o d e t e r m i n e t h e m i n im u m c o n c e n t r a t i o n t h a t c o u l d b e u s e d t h a t s t i l l
p r o du c e d e a s i l y i n t e r p r e t a b l e v i s u a l c o l o r - c h a n g e r e s u l t s i n o r d e r t o k e e p c o s t s a s l o w a s
p o s s i b l e w i t h o u t c o m p r o m i s i n g th e q u a l i t y o f t h e t e s t . T h i s s t u d y f o u n d t h a t a
c o n c e n t r a t i o n o f 0 . 3 t i m e s t h a t o f t h e r e c o m m e n d e d a m o u n t o f t h e X - g l u c c h r o m o g e n
(i . e . , 0 . 1 1 14 g /L r a t h e r t h a n 0 . 3 7 14 g/ L ) s t i l l p r o du c e d a v i s u a l ly i n t e r p r e t a b l e c o l o r
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c h a n g e t h a t a l l o w e d f o r e a s y v i s u a l d i s t i n c t i o n b e t w e e n p o s i t i v e a n d n e g a t i v e
c o m p a r t m e n t s i n t h e C B T . A t t h e 0 . 3 X c o n c e n t r a t i o n t h e n u m b e r s o f E c o l i t h a t c o u l d
b e d e t e c t e d b y t h e CB T w e r e n o t s i gn i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m t h o s e o b t a i n e d u s i n g a
h i g h e r 0 . 5X X
- G l u c c o n c e n t r a t i o n F u r t h e r
,
t h e c o n c e n t r a t i o n o f E c o l i t h a t w a s d e t e c t e d
b y t h e C B T a t t h e 0 . 3 X X - g l u c c o n c e n t r a t i o n w a s n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m t h e Q T
s t a n d a r d a t a g i v e n i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o r t i m e . D i f f e r e n c e s i n c o n c e n t r a t i o n s o f E .
c o l i p r o du c e d w e r e o n l y f o u n d b e tw e e n 2 7
° C a t 2 4 h o u r s c o m p a r e d t o 4 4 . 5
°
C a t 4 8 h o u r s .
T h i s d i f f e r e n c e c a n b e e x p e c t e d d u e t o t h e n a t u r e o f t h e g r o w t h o f E c o l i , w h i c h u n d e r
i d e a l c o n d i t i o n s r e q u i r e s i n c u b a t i o n b e t w e e n 3 7
°
C - 4 4 . 5
°
C f o r 2 4 h o u r s . A t l o w e r
t e m p e r a t u r e s , l o w e r c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i w i l l b e p r o du c e d i n a g i v e n t im e p e r i o d .
T h e 0 . 3 X c o n c e n t r a t i o n o f X - g l u c c o s t s o n e - t h i r d th e a m o u n t o f t h e I X c o n c e n t r a t i o n
w h i l e s t i l l p r o d u c i n g s i m i l a r r e s u l t s , s o t h e o v e r a l l c o s t o f t h e t e s t i s s i g n i fi c a n t l y
d e c r e a s e d w h e n u s i n g t h e l o w e r c o n c e n t r a t i o n o f t h e c h r o m o g e n , w i t h o u t c o m p r o m i s i n g
t h e a b i l i t y o f t h e t e s t t o q u a n t i fy E c o l i T h e r e f o r e , t h e 0 . 3 X c o n c e n t r a t i o n o f t h e X - g l u c
c h r o m o g e n i n L T B i s r e c o m m e n d e d f o r u s e i n t h e C B T .
5 . 3 I n c u b a t i o n T e m p e r a t u r e a n d T i m e
A n im p o r t a n t a s p e c t o f t h i s s t u d y w a s t o d e t e r m i n e w h e t h e r t h e C B T c a n b e
c o n d u c t e d a t n o n - s t a n d a r d i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s a n d t i m e s w h i l e s t i l l a c h i e v i n g r e s u l t s
t h a t a r e c o m p a r a b l e t o t h o s e o b t a i n e d b y s t a n d a r d m e t h o d s . I n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s a n
i n c u b a t o r a n d/ o r e l e c tr i c i t y t o p o w e r i t i s o f t e n n o t a v a i l a b l e ; t h e r e f o r e , t h e a b i l i t y o f t h e
C B T t o p r o d u c e r e l i a b l e r e s u l t s a t a m b i e n t t e m p e r a t u r e s i s d e s i r a b l e . T h e r e s u l t s f r o m
t h e M o r g a n C r e e k n a t u r a l w a t e r t r i a l s i n t h i s s t u d y f o u n d t h e C B T w a s n o t s i g n i f i c a n t l y
d i f f e r e n t f r o m t h e QT s t a n d a r d a ft e r 2 4 h o u r s i n c u b a t i o n a t 3 7
° C o r 4 4 . 5 ° C
,
t w o o f t h e
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s t a n d a r d i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s f o r c u l t u r e m e t h o d s t o d e t e c t E . c o l i i n d r i n k i n g w a t e r .
T h e r e w a s a l s o n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n t h e d e t e c t i o n o f E c o l i b e tw e e n t h e C B T a n d
th e QT s t a n d a r d a ft e r 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n a t 2 7
° C . T h e a b s e n c e o f a s i g n i f i c a n t
d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e C B T a n d t h e Q T a t 2 7
°
C i n d i c a t e s t h e h i g h p o t e n t i a l f o r
a p p l i c a t i o n o f t h e C B T i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s l a c k i n g a n i n c u b a t o r . T h e r e fo r e , I
r e c o m m e n d t h a t i n s i t u a t i o n s w h e r e t h e C B T w i l l b e u s e d a t t e m p e r a t u r e s o f ST
^
C o r
h i g h e r , r e s u l t s s h o u l d b e r e a d a f t e r 2 4 h o u r s o f i n c u b a t i o n t im e . I n s it u a t i o n s w h e r e t h e
t e m p e r a t u r e i s m u c h l o w e r t h a n 3 7
° C
,
r e s u l t s s h o u l d b e r e a d a ft e r 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n
t im e i n o r d e r c o m p e n s a t e f o r t h e s l o w e r g r o w t h o f t h e b a c t e r i a a t l o w e r t e m p e r a t u r e s .
O n e o f t h e l im i t a t i o n s o f t h e C B T i s i t s u p p e r d e t e c t i o n l im i t o f 4 8 . 3 E c o l i
M P N / 10 0 m L o f u n d i l u t e d w a t e r W h i l e t h i s a m o u n t o f E c o l i i s n o t r e c o m m e n d e d b y
t h e W H O f o r s a f e dr i n k i n g w a t e r , w a t e r o f w o r s e m i c r o b i a l q u a l i t y d o e s e x i s t a n d w i l l
n o t b e c a p t u r e d o r d i s t i n gu i s h e d b y th i s t e s t . T h e C B T i s l i m i t e d i n i t s o n l y h a v i n g f i v e
c o m p a r t m e n t s o f d i f f e r e n t v o l u m e s ; t h e QT t e s t h a s 9 7 c o m p a r t m e n t s , a l l o w i n g i t t o
r e a c h a n E c o l i M PN e s t im a t e o f u p t o 2 , 4 19 p e r 10 0 m L s a m p l e . D e s p i t e t h e i n a b i l i t y
o f t h e C B T t o q u a n t i fy h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i , i t i s a b l e t o q u a n t i fy l o w t o m i d
l e v e l c o n c e n t r a t i o n s s im i l a r t o t h e QT . I n s i t u a t i o n s w h e r e a l l c o m p a r t m e n t s t u r n
p o s i t i v e , i n d i c a t i n g t h e h i gh e s t l e v e l a b l e t o b e d e t e c t e d b y t h e C B T , t h e p o s s i b i l i t y t h a t
t h e c o n c e n t r a t i o n i s a c t u a l l y m u c h h i g h e r s h o u l d b e c o n s i d e r e d .
5 . 4 Se n s i t i v i t y , S p e c i fi c i t y a n d P r e c i s i o n
Wh i l e fu r t h e r e v a l u a t i o n i s r e c o m m e n d e d i n o r d e r t o m o r e p o w e r f u l l y d e t e r m i n e
t h e s e n s i t i v it y a n d s p e c i f i c i t y o f t h e CB T , t h e e x p e r i m e n t s p e r f o r m e d i n t h i s s t u d y g i v e
a n i n d i c a t i o n o f t h e p e r f o r m a n c e o f t h i s t e s t . T h e s e n s i t i v i t y o f t h e t e s t r e f e r s t o h o w w e l l
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i t c o r r e c t l y i d e n t i f i e s t r u e p o s i t i v e s . T h u s , t h e s e n s i t i v i t y o f t h e t e s t a l s o r e f e r s t o h o w
w e l l i t c a n p e r f o r m a t l o w c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i (e g . , a n E c o l i M PN o f 1 p e r 1 0 0
m L ) . T h e s e n s i t i v i t y o f t h e t e s t i n c r e a s e d f r o m 6 3% a f t e r 2 4 h o u r s i n c u b a t i o n t o 72%
a ft e r 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n
,
i n d i c a t i n g t h a t s o m e E c o l i p r e s e n t i n t h e w a t e r m a y n o t b e
de t e c t e d b y t h e c o l o r - c h a n g i n g c h r o m o g e n a ft e r o n l y 2 4 h o u r s . T h i s m a y b e d u e t o a
t h r e s h o l d e f f e c t w h e r e s u f fi c i e n t c l e a v a g e o f t h e s u b s t r a t e b y t h e b a c t e r i a t o p r o d u c e a
v i s i b l e c o l o r c h a n g e d e p e n d s o n t h e c o n c e n t r a t i o n o f b a c t e r i a i n t h e s a m p l e a n d t h e
c o n t a c t t im e t h e y a r e a l l o w e d t o i n t e r a c t . T h i s c o u l d a l s o b e a f f e c t e d b y b a c k g r o u n d
i n t e r f e r e n c e a n d p r e s e n c e o f o t h e r b a c t e r i a in t h e w a t e r s a m p l e s . T h e X - g l u c c h r o m o g e n
h a s p r e v i o u s l y b e e n p r o v e n t o b e h i g h l y a c c u r a t e i n d e t e c t i n g E c o l i b a s e d o n i t s B-
g l u c u r o n i d a s e a c t i v i t >
' (W a tk i n s e t a l . , 1 9 8 8 ) , w i t h a 1% f a l s e - n e g a t i v e r a t e a n d 5% f a l s e -
p o s i t i v e r a t e . H o w e v e r , i n t h i s s t u dy , t h e CB T d e m o n s t r a t e d a f a l s e p o s i t i v e r a t e o f 0 a n d
f a l s e - n e g a t i v e r a t e o f 3 7% . ft h a s a l s o b e e n s h o w n t h a t a p p r o x im a t e l y 9 5 % o f E c o l i
s t r a i n s p r o d u c e fl - g l u c u r o n i d a s e , s o a lm o s t a l l E c o l i s h o u l d b e de t e c t e d b y t h e X - g l u c
s u b s t r a t e i n t h e m e d i a (A d a m s e t a l . , 1 9 9 0 ; H a n s e n a n d Y o u r a s s o w s k y , 19 84 ; K i l l i a n a n d
B u l o w
,
1 9 76 )
T h e s p e c i f i c i t y o f t h e t e s t r e f e r s t o h o w w e l l i t c o r r e c t l y i d e n t i f i e s t r u e n e g a t i v e s .
T h e p o s i t i v e p r e d i c t i v e v a l u e (P P V ) i s a m e a s u r e o f t h e p r o p o r t i o n o f p o s i t i v e
c o m p a r t m e n t s t h a t a r e c o r r e c t l y i d e n t i f i e d , a n d i s a l s o a m e a s u r e o f t h e p r e c i s i o n o f t h e
t e s t . W h i l e f u r t h e r e v a l u a t i o n i s r e c o m m e n d e d , t h i s s t u d y f o u n d v e r y h i g h s p e c i f i c i t y a n d
PP V i n t h e C R T s T h e s e r e s u l t s t e n t a t i v e l y d e m o n s t r a t e t h e l o w f a l s e - p o s i t i v e r a t e o f t h e
t e s t
,
a s i g n i f i c a n t f i n d i n g w i t h im p l i c a t i o n s f o r u s e i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s in w h i c h
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# a l t e r n a t i v e d r i n k i n g w a t e r s o u r c e s o r d i s i n f e c t i o n m a t e r i a l s m a y n o t b e r e a d i ly a v a i l a b l e
o r a f f o r d a b l e .
T h e n e g a t i v e p r e d i c t i v e v a l u e (N P V ) i s a m e a s u r e o f t h e p r o p o r t i o n o f n e g a t i v e
c o m p a r t m e n t s t h a t a r e c o r r e c t ly i d e n t i f i e d . A t 2 4 h o u r s , m o r e t h a n h a l f (5 8 % ) o f t h e
n e g a t i v e c o m p a r t m e n t s t e s t e d w e r e p o s i t i v e f o r E . c o l i . A t 4 8 h o u r s , o n e o f t h e n e g a t i v e
c o m p a r t m e n t s h a d c h a n g e d c o l o r t o b e c o m e p o s i t i v e , b u t 4 6% o f t h e n e g a t i v e
c o m p a r tm e n t s r e m a i n e d p o s i t i v e f o r E c o l i . I t i s d i f f i c u l t t o e x p l a i n t h e s e r e s u l t s b e c a u s e
t h e y w e r e n o t s u bj e c t e d t o f u r t h e r c o n f i r m a t o r y t e s t i n g . H o w e v e r , i t i s p o s s i b l e t h e s e
c o m p a r t m e n t s c o n t a i n e d s t r a i n s o f E c o l i t h a t l a c k e d t h e B- g l u c u r o n i d a s e e n z y m e , w h ic h
w o u l d p r o d u c e n o c l e a v a g e o f t h e X - g l u c c h r o m o g e n , a n d t h e r e f o r e t h e c o m p a r t m e n t s
w o u l d h a v e r e m a i n e d u n c h a n g e d i n c o l o r . I t i s a l s o p o s s i b l e t h a t w h a t w a s o b s e r v e d o n
t h e B i o R a d a g a r p l a t e s w a s n o t a c t u a l l y E c o l i , b u t t h i s c o u l d o n l y h a v e b e e n c o n f i r m e d
t hr o u g h f u r t h e r b i o c h e m i c a l t e s t i n g o f o b s e r v e d i s o l a t e d c o l o n i e s p r e s u m e d t o b e E c o l i .
T h e r e f o r e
,
a m o r e i n - d e p t h a n a l y s i s i n v o l v i n g b i o c h e m i c a l t e s t i n g (E n t e r o t u b e
^ '^
I I ) o f
p r e s u m e d E c o l i i s o l a t e s w a s p e r f o r m e d .
F u r t h e r r e s e a r c h i s r e c o m m e n d e d t o t r y t o d e t e r m i n e w h y s e v e r a l c o m p a r t m e n t s
t h a t w e r e n e g a t i v e f o r c o l o r - c h a n g e w e r e f o u n d t o c o n t a i n E . c o l i . T h i s t y p e o f r e s e a r c h
s h o u l d i n v o l v e a n a l y t i c a l m e th o d s f o r d e t e r m i n i n g t h e p r e s e n c e o i E c o l i i n t h e b a g
c h a m b e r s (e . g . , B - g l u c u r o n i d a s e d e t e c t i o n by e n z y m e a s s a y , P C R a m p l i fi c a t i o n o f a
d e f i n e d E c o l i g e n e s e q u e n c e , o r p r o t e i n o r m R N A s e q u e n c i n g ) .
T h e E n t e r o t u b e t e s t r e s u l t s w e r e m o r e d e f i n i t i v e t h a n t h e v i s i b l e c o l o r c h a n g e i n
t h e L T B w i t h X - G l u c m e d i u m du e t o a l a r g e s a m p l e s iz e (n = 84 5 ) a n d t h e m o r e r o b u s t
i d e n t i f i c a t i o n s y s t e m i n v o l v i n g t r i p l e i s o l a t i o n o f p r e s u m p t i v e E c o l i c o l o n i e s f o l l o w e d
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b y t h e E n t e r o t u b e 1 2 a g a r c o n f i r m a t o r y b i o c h e m i c a l t e s t s . T h i s s t u dy f o u n d 9 5 . 7 % o f
p o s i t i v e c o m p a r t m e n t s t o b e t r u e p o s i t i v e s ; o n l y 4 . 3% w e r e f a l s e p o s i t i v e s T h e
s i g n i fi c a n c e o f t h e s e r e s u l t s i s t h a t a lm o s t a l l p o s i t i v e c o m p a r t m e n t s c o n t a i n e d E c o l i
T h i s i s i m p o r t a n t b e c a u s e i t s h o w s t h a t t h e t e s t i s n o t l i k e l y t o o v e r - e s t im a t e t h e
c o n c e n t r a t i o n o f £
■
c o l i i n a w a t e r s a m p l e . W h i l e o v e r - e s t im a t i o n e r r s o n t h e s i d e o f
c a u t i o n w i t h r e s p e c t t o h u m a n h e a l t h , it c a n p o s e a s e r i o u s b u r d e n , e s p e c i a l l y i n l o w -
r e s o u r c e s e t t i n g s . I n m a n y o f t h e s e p l a c e s , a lt e r n a t i v e d r i n k i n g w a t e r s o u r c e s o r d r i n k i n g
w a t e r d i s i n f e c t i o n m e t h o d s a r e n o t r e a d i l y a v a i l a b l e o r a f f o r d a b l e T h e r e f o r e , i t i s
im p o r t a n t t h a t t h i s t e s t d o e s n o t u n n e c e s s a r i l y p l a c e p e o p l e i n t o a s i t u a t i o n w h e r e t h e y
m u s t t r a v e l a l o n g d i s t a n c e t o s e e k a n o t h e r s o u r c e o f d r i n k i n g w a t e r o r s p e n d m o n e y f o r
d i s i n f e c t i o n w h e n t h e r e i s n o n e e d b e c a u s e t h e w a t e r c o n t a i n s n o o r f e w E c o l i .
5 . 5 T h e C B T i n L o w - R e s o u r c e S e t t i n g s
T h i s s t u d y d e m o n s t r a t e s t h e a b i l i t y o f t h e C B T t o p e r f o r m a t a l e v e l c o m p a r a b l e
t o a w i d e l y u s e d s t a n d a r d t e s t i n a l a b o r a t o r y s e t t i n g . I n s e c t i o n 2 th e c r i t e r i a f o r a
s u i t a b l e m e t h o d f o r d e t e r m i n i n g t h e c o n c e n t r a t i o n o f E c o l i i n d r i n k i n g w a t e r s a m p l e s i n
l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s w e r e d e s c r i b e d . T a b l e 1 s u m m a r i z e d h o w t h e c u r r e n t l y a v a i l a b l e
m e t h o d s c o m p a r e d b a s e d o n t h e s e c r i t e r i a . T a b l e 14 s h o w s th e s a m e i n f o r m a t i o n w i t h
t h e a d d i t i o n o f t h e C B T .
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T a b l e 1 4 . C o m p a r i s o n o f C B T t o t h e C u r r e n t D r i n k i n g W a t e r T e s t s , b y C r i t e r i o n
M T F M F QT E G C B T
Sa m p l e
V o l u m e
Se v e r a l
r e p e a t e d
( 100 m L
t o t a l )
1 m L
,
10
m L , 10 0 m L
1 0 0 m L 1 m L o r 5
m L
10 0 m L
Qu a n t i fi c a t i o n
M e t h o d
M PN C o u n t a b l e
c o l o n i e s
M PN C o u n t a b l e
c o l o n i e s
M PN
E l e c t ri c i t y
n e e d
Y e s Y e s Y e s Y e s N o
Su p p l e m e n t a l
e q u i p m e n t
Y e s Y e s Y e s Y e s N o
# o f St e p s M u l t i p l e M u l t i p l e 4 St e p s 4 St e p s 3 St e p s t
P o r t a b l e N o N o N o N o Y e s
R o b u s t N o N o S o m e w h a t S o m e w h a t S o m e w h a t
C o m p a c t N o N o N o N o Y e s
R e a d i l y
d e t e c t a b l e
e n d p o i n t
Y e s Y e s Y e s Y e s Y e s
R a p i d r e s u l t s U p t o 4 8
H r s
2 4 H r s 1 8 - 2 4 H r s 2 4 H r s 2 4 - 4 8 H r s
R a n g e o f
r e s u l t s
L o w t o
H i g h
L o w t o
H i gh
L o w t o
H i gh
L o w t o
H i g h
L o w t o M i d
C h r o m o g e n
v s . fl u o r o g e n
B o t h Ch r o m o g e n B o t h
(F l u o r o g e n
f o r E c o l l )
C h r o m o g e n C hr o m o g e n
S e n s i t i v i t y Y e s Y e s Y e s N o M o d e r a t e d
S p e c i fi c i t y Y e s Y e s Y e s N o t a s g o o d H i gh * :*
P r e c i s i o n Y e s Y e s Y e s M a y b e M o d e r a t e d
W o r k s a t
a m b i e n t t e m p
M a y b e M a y b e Y e s M a y b e Y e s
U n i t c o s t (n o t
i n c l u d i n g c o s t
o f i n c u b a t o r )
H i g h H i g h $5 . 2 5 p e r
s a m p l e p l u s
t a x ; (p l u s
QT S e a l e r
= $4 0 0 0)
*
$ 15 p e r
s a m p l e
* *
$ 1. 7 3 p e r
s a m p l e
* * *
* (W e b e r S c i e n t i f i c , 2 0 1 0 )
* * ( M i c r o l o g y L a b o r a t o r y , 2 0 0 7 )
* * * S e e a p p e n d i x f o r b r e a k d o w n o f c o s t s
t T h i s i s r e f e r r i n g t o t h e s t e p s i t w o u ld r e qu i r e i n a c o m m e r c i a l i z e d o r p r e - p a c k a g e d f o r m a t T h e m e t h o d
u s e d i n t h i s s t u d y r e q u i r e d m o r e s t e p s d u e t o t h e s e p a r a t i o n o f c o m p o n e n t s , w h i c h i s n o t h o w t h e t e s t i s
i n t e n d e d t o b e u s e d i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s
♦ F u r t h e r e v a l u a t i o n i s r e c o m m e n d e d t o c o n f i r m t h e s e t e n t a t i v e a s s u m pt i o n s
I t i s a p p a r e n t f r o m t h e t a b l e t h a t t h e CB T h a s m a n y a d v a n t a g e s f o r u s e i n l o w -
r e s o u r c e s e t t i n g s b a s e d o n t h e s e c r i t e r i a . T h i s m e t h o d i s p a r t i c u l a r l y a d v a n t a g e o u s
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b e c a u s e i t d o e s n o t r e q u i r e e l e c t r i c i t y o r s u p p l e m e n t a l e q u i p m e n t . T h e p r e - p a c k a g e d
v e r s i o n o f t h e t e s t t h a t w o u l d b e d i s t r i b u t e d i n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s w o u l d i n c l u d e a l l
m a t e r i a l s n e c e s s a r y t o s a f e l y p e r f o r m a n d d i s p o s e o f t h e t e s t . T h e s e c o m p o n e n t s i n c lu d e :
t h e c o m p a r t m e n t a l i z e d b a g , a w a t e r c o l l e c t i o n c u p , l a t e x g l o v e s , t h e d r y m e d i u m a l r e a d y
i n t h e b a g (c o n s i s t i n g o f L T B a n d X - g l u c ) , a n d a c h l o r i n e t a b l e t f o r d i s i n f e c t i o n o f t h e
l i q u i d i n t h e b a g p r i o r t o d i s p o s a l . T h u s , t h e t h r e e
- s t e p p r o c e d u r e m e n t i o n e d i n t a b l e 14
w o u l d i n v o l v e : ( 1 ) C o l l e c t i n g t h e p r o p e r s a m p l e v o l u m e i n t h e p r o v i d e d 10 0 m L
c o l l e c t i o n c u p ; (2 ) P o u r i n g t h e s a m p l e i n t o t h e b a g , m i x i n g i t w i t h t h e m e d iu m , a n d
d i s t r i b u t i n g i t i n t o t h e c o m p a r tm e n t s ; a n d (3 ) F o l d i n g d o w n t h e f la p s t o s e a l t h e b a g .
T h i s i s a s im p l e m e t h o d t h a t c o u l d e a s i l y b e f o l l o w e d u s i n g p i c t o r i a l i n s t r u c t i o n s , w h i c h
i s i d e a l f o r l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s w h e r e i l l i t e r a c y m a y b e p r e v a l e n t T h e i n s t r u c t i o n s
c o u l d b e p r o v i d e d i n a p a n e l i m p r i n t e d d i r e c t l y o n t h e e x t e r i o r o f t h e b a g .
T h e C B T i s t h e o n l y m e t h o d t h a t i s p o r t a b l e a n d c o m p a c t , d u e t o i t s a b i l i t y t o b e
u s e d w i t h o u t s u p p l e m e n t a l e q u i p m e n t . T h i s i s s i g n i f i c a n t b e c a u s e o ft e n t i m e s i n l o w -
r e s o u r c e s e t t i n g s t h e d r i n k i n g w a t e r s o u r c e i s l o c a t e d a l o n g d i s t a n c e f r o m th e h o m e , s o
t h e b e s t t e s t i s o n e t h a t c a n b e e a s i l y t r a n s p o r t e d . T h e h e a v i e s t c o m p o n e n t o f t h e t e s t i s
t h e w a t e r i t s e l f
,
w h i c h i s o n l y 1 0 0 m L o r a r o u n d 0 . 2 2 p o u n d s . T h e s i z e o f t h e b a g i s
s m a l l a n d c o u l d e a s i l y b e c a r r i e d b y h a n d o r i n a b a c k p a c k . T h e b a g i t s e l f , h o w e v e r , i s
n o t a s r o b u s t a s t h e o t h e r t e s t s . I t i s m a d e o f p l i a b l e p l a s t i c , s im i l a r t o a z i p - l o c k b a g , s o
t h e r e i s p o t e n t i a l f o r i t t o t e a r o n a s h a r p o bj e c t . I n t h e l a b o r a t o r y t h r o u g h o u t t h e c o u r s e
o f t h i s s t u d y t h e r e w e r e n o c a s e s o f a b a g t e a r i n g ; h o w e v e r , i t c o u l d p u n c t u r e i f d r o p p e d
o n t h e g r o u n d o u t d o o r s o r c a r r i e d a l o n g d i s t a n c e i n a b a c kp a c k w h e r e i t i s i n c l o s e
c o n t a c t w i t h o t h e r o bj e c t s . P l a c i n g t h e b a g i n a c o m p a r tm e n t i n a c a r r i e r w o u l d h e l p
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m i t i g a t e a g a i n s t s u c h a c c i d e n t a l m i s h a n d l i n g a n d p o s s i b l e d a m a g e .
T h i s s t u d y f o u n d t h a t r e s u l t s c a n b e o b t a i n e d f r o m t h e C B T b e t w e e n 2 4 a n d 4 8
h o u r s , d e p e n d i n g o n t h e i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e . I n p l a c e s w h e r e a n i n c u b a t o r i s
a v a i l a b l e , r e s u l t s c a n b e r e a d w i t h i n 2 4 h o u r s . I n p l a c e s w i t h o u t a n i n c u b a t o r , w h e r e t h e
C B T w i l l b e i n c u b a t e d a t a m b i e n t t e m p e r a t u r e , i t i s r e c o m m e n d e d t h a t r e s u l t s b e r e a d
a ft e r 4 8 h o u r s i f t h e t e m p e r a t u r e i s w e l l b e l o w 3 7
° C . A s s u m i n g a n a m b i e n t t e m p e r a t u r e
a r o u n d 2 7
°
C , t h i s s t u d y f o u n d th a t a ft e r 2 4 h o u r s t h e r e i s l i t t l e t o n o c o l o r c h a n g e a n d
f l u o r e s c e n c e i n t h e C B T a n d QT , r e s p e c t i v e l y . A f t e r 4 8 h o u r s a t t h i s t e m p e r a t u r e , t h e
C B T p r o du c e d c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i c o m p a r a b l e t o t h e QT . I n m o s t t r o p i c a l a n d s u b ¬
t r o p i c a l r e g i o n s , w h i c h a r e w h e r e m o s t l o w - r e s o u r c e c o u n t r i e s a r e l o c a t e d , t h e
t e m p e r a t u r e i s u s u a l l y w a r m y e a r - r o u n d . I n m a n y o f t h e s e a r e a s t h e t e m p e r a t u r e m a y
r e a c h a s h i g h a s 4 5
°
C o r h i g h e r , i n w h i c h c a s e r e s u l t s m a y b e o b t a i n e d i n 2 4 h o u r s o r l e s s .
A l i m i t a t i o n o f t h i s t e s t i n c o m p a r i s o n t o t h e o t h e r s i s it s l o w u p p e r d e t e c t i o n l im i t .
F u r t h e r , i t i s u n a b l e t o g i v e a c o n t i n u o u s r a n g e o f r e s u l t s ; r a t h e r , t h e r e a r e a l im i t e d
n u m b e r o f p o s s i b l e M PN v a l u e s t h a t c a n b e d e t e r m i n e d b a s e d o n t h e v a r i o u s
c o m b i n a t i o n s o f p o s i t i v e t o n e g a t i v e c o m p a r t m e n t v o lu m e s w i t h i n t h e fi v e c o m p a r t m e n t
b a g . F o r e x a m p l e , a s s h o w n i n T a b l e 3 i n s e c t i o n 3 , i f t h e t hr e e l a r g e s t v o l u m e
c o m p a r t m e n t s a r e p o s i t i v e , t h i s c o r r e s p o n d s t o a n M PN o f 13 . 6 / 1 0 0 m L . I f t h e f o u r
l a r g e s t v o l u m e c o m p a r t m e n t s a r e p o s it i v e , t h e v a l u e j u m p s t o 4 8 . 3 / 10 0 m L . I t i s p o s s i b l e
f o r o t h e r c o m b i n a t i o n s t o o c c u r t h a t p r o d u c e r e s u l t s s o m e w h e r e b e t w e e n 1 3 6 a n d 4 8 . 3 .
H o w e v e r
,
t h i s r a r e l y o c c u r s d u e t o t h e n a t u r e o f t h e t e s t , w h e r e a s s u m i n g P o i s s o n
d i s t r i b u t i o n o f t h e o r g a n i s m s i n t h e s a m p l e , t h e u s u a l o r m o s t p r o b a b l e r e s u l t t y p i c a l l y
w o u l d h a v e l a r g e r v o l u m e s c o n t a i n i n g l a r g e r n u m b e r s o f o r g a n i s m s . T h u s , a c c o r d i n g t o
7 2
t h i s a s s u m p t i o n , t h e r e s h o u l d o n l y r a r e l y b e s i t u a t i o n s w h e r e a l a r g e r v o l u m e
c o m p a r t m e n t i s n e g a t i v e a n d a s m a l l e r v o l u m e c o m p a r t m e n t i s p o s i t i v e f o r E c o l i .
H o w e v e r
,
t h i s d o e s o c c u r , t h o u gh n o t o f t e n . I n l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s i t i s l i k e l y t h a t a t e s t
r e v e a l i n g a n M PN o f 1 3 . 6/ 1 0 0 m L w o u l d n o t d e t e r s o m e o n e fr o m c o n t i n u i n g t o d r i n k t h e
w a t e r
,
e s p e c i a l l y i f o b t a i n i n g d r i n k i n g w a t e r f r o m a n o t h e r s o u r c e w o u l d p o s e a n
i n c o n v e n i e n c e H o w e v e r
,
a t e s t r e s u l t i n g i n a n M PN o f 4 8 . 3 / 10 0 m L (i n w h i c h a l l b u t t h e
1 m L c o m p a r t m e n t t u r n e d p o s i t i v e ) s h o u l d b e c o n s i d e r e d r i s k y t o c o n s u m e . I f a t e s t
p r e s e n t s a l l p o s i t i v e c o m p a r t m e n t s , t h e M PN v a l u e i s > 4 8 . 3 / 10 0 m L a n d s h o u l d b e
i n t e r p r e t e d a s p o t e n t i a l ly m u c h g r e a t e r t h a n 4 8 . 3 a n d th e r e f o r e p o s i n g a h i g h h e a l t h r i s k i f
c o n s u m e d , A r e s u l t s i n t e r p r e t a t i o n t a b l e a n d / o r p i c t u r e s s h o u l d b e i n c l u d e d a s p a r t o f t h e
t e s t - k i t . A p i c t o r i a l , s y m b o l i c o r i c o n i c m e t h o d f o r c o n v e y i n g t h e d i f f e r e n t r e s u l t s i n
c a t e g o r i c a l f o r m a t w i l l n e e d t o b e d e v e l o p e d f o r i n c l u s i o n w i t h th e t e s t . B a s e d o n c u r r e n t
WH O d r i n k i n g w a t e r g u i d e l i n e s a n d t h e c a t e g o r i c a l p e r f o r m a n c e a b i l i t y o f t h e C B T i n i t s
c u r r e n t f o r m a t , r e s u l t s c o u l d b e c a t e g o r i z e d i n t o t h r e e g r o u p s b a s e d o n M PN v a l u e s . T h e
l o w e s t
,
o r s a f e s t g r o u p w o u l d c o n s i s t o f M PN v a l u e s l e s s t h a n 13 . 6 p e r 10 0 m L ,
c o r r e s p o n d i n g t o t w o p o s i t i v e c o l o r - c h a n g e c o m p a r tm e n t s . T h e m i d d l e o r m o d e r a t e l y
s a f e g r o u p w o u l d c o n s i s t o f t h e M P N v a l u e 1 3 . 6 , c o r r e s p o n d i n g t o t h r e e c o l o r - c h a n g e
p o s i t i v e c o m p a r tm e n t s . T h e h i g h e s t o r l e a s t s a f e g r o u p w o u l d c o n s i s t o f M P N v a l u e s
g r e a t e r t h a n 13 . 6 p e r 10 0 mL , c o r r e s p o n d i n g t o f o u r o r f i v e o u t o f t h e fi v e c o m p a r t m e n t s
t u r n i n g c o l o r - c h a n g e p o s i t i v e f o r E c o l i T h i s c o u l d b e c o n v e y e d a s a p i c t o r a l m e s s a g e
p r i n t e d o n t h e C B T i t s e l f a s a
"
t r a f fi c l i g h t
"
w i t h g r e e n , y e l l o w , a n d r e d s i g n a l s ,
c o r r e s p o n d i n g t o s a f e , m o d e r a t e , a n d u n s a f e l e v e l s o f c o n t a m i n a t i o n , r e s p e c t i v e l y .
F u r t h e r , i f a m o d e r a t e o r m o d e r a t e l y u n s a f e l e v e l o f £ c o l i i s d e t e c t e d b y t h e C B T (i . e . , 3
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o r 4 c o m p a r t m e n t s t u r n c o l o r - c h a n g e p o s i t iv e ) t h e r e i s a l w a y s t h e o p t i o n t o r e p e a t t h e t e s t
f o r c o n fi r m a t o r y r e s u l t s b e f o r e d r a s t i c m e a s u r e s a r e t a k e n .
A s e c o n d r e c o mm e n d a t i o n t h a t w o u l d a l l o w fo r a n i n c r e a s e d n u m b e r o f c a t e g o r i e s
o f c o n t a m i n a t i o n o f t h e w a t e r t e s t e d w o u l d b e t o i n c r e a s e t h e n u m b e r o f c o m p a r t m e n t s i n
t h e b a g t e s t . T h i s c o u l d b e d o n e e i t h e r b y a d d i n g o n t o t h e c u r r e n t t e s t b y i n c r e a s i n g t h e
t o t a l s a m p l e v o l u m e , o r b y r e d i s t r i b u t i n g t h e c u r r e n t 10 0 m L v o l u m e i n t o m o r e
c o m p a r t m e n t s o f s m a l l e r v o l u m e s . C o n s u l t a t i o n w i t h a s t a t i s t i c i a n i s r e c o m m e n de d t o
o p t im i z e t h i s p r o c e s s i n o r d e r t o m o s t e f f e c t i v e l y d e t e r m i n e c o m p a r t m e n t v o l u m e s a n d
t o t a l s a m p l e v o l u m e t o a c h i e v e a t a r g e t n u m b e r o f M P N c a t e g o r i e s .
T h e u n i t c o s t i s o n e o f t h e m o s t im p o r t a n t f e a t u r e s o f t h e C B T . I n i t s c u r r e n t f o r m a t
t h e c o s t i s $ 1 . 7 3 p e r 10 0 m L b a g t e s t b a s e d o n r e t a i l p r i c e s f o r m a t e r i a l s . T h i s t o t a l i s
l e s s t h a n h a l f t h e c o s t o f t h e C o l i l e r t Qu a n t i t r a y m a t e r i a l s , n o t i n c l u d i n g th e $4 0 0 0 s e a l e r
r e q u i r e d . I f t h e t e s t w e r e t o b e m a d e c o m m e r c i a l l y , w i t h a l l c o m p o n e n t s m a n u f a c t u r e d
a n d a s s e m b l e d b y t h e s a m e c o m p a n y , i t i s f e a s i b l e f o r t h e c o s t t o c o m e d o w n e v e n m o r e ,
e s p e c i a l l y i f m a n u f a c t u r e d i n c o u n t r i e s w i t h l o w e r c o s t s f o r m a t e r i a l s a n d l a b o r . T h e c o s t
o f t h e t e s t i s a n i m p o r t a n t f a c t o r i n d e t e r m i n i n g w h e t h e r o r n o t i t w i l l a c t u a l l y b e u s e d i n
l o w - r e s o u r c e s e t t i n g s . W h i l e a u n i t p r i c e o f $ 1 . 7 3 i s s i g n i fi c a n t ly l e s s t h a n w h a t i s
c u r r e n t l y a v a i l a b l e , t h e i d e a l t e s t w o u l d c o s t l e s s t h a n $ 1 . 0 0 I f t h e t e s t i s n o t a f f o r d a b l e
t o t h e b o t t o m 1 - 2 b i l l i o n p e o p l e , i t w i l l n o t r e a c h t h o s e w h o n e e d i t m o s t a n d i t s p o t e n t i a l
h e a l t h im p a c t w i l l n o t b e f u l l y r e a l i z e d . F u r t h e r i n f o r m a t i o n i s n e e d e d o n c o m m e r c i a l
p r o d u c t i o n a n d m a r k e t i n g c o s t s f o r t h e t e s t s i n d i f f e r e n t c o u n t r i e s a n d r e g i o n s , a s t h e s e
m a y b e l o w e r t h a n s u c h c o s t s i n t h e U n i t e d St a t e s .
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6 . S u m m a r y a n d C o n c l u s i o n s
6 . 1 M e d i a
• I n t h e m u l t i p l e t u b e f e r m e n t a t i o n a s s a y s u s i n g n a t u r a l w a t e r a m e n d e d w i t h
p r i m a r y s e w a g e e f f l u e n t , L T B m e d i u m c o n t a i n i n g X
-
g l u c p r o d u c e d h i g h e r
c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i t h a n E C m e d i u m c o n t a i n i n g X - g l u c .
• I n t h e s e a s s a y s t h e C o l i l e r t m e d i u m p r o d u c e d c o n s i s t e n t l y h i gh e r c o n c e n t r a t i o n s
o f E c o l i t h a n b o t h t h e L T B a n d E C m e d i a , h o w e v e r , t h e L T B m e d i u m p r o d u c e d
c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i t h a t w e r e m o r e c o m p a r a b l e t o t h o s e i n t h e C o l i l e r t
s t a n d a r d m e d i u m th a n d i d t h e E C m e d i u m .
• T h e r e f o r e , L T B m e d i u m w a s c h o s e n f o r f u r t h e r e v a l u a t i o n i n t h e C B T
e x p e r im e n t s d u e t o i t s p r o du c t i o n o f m o r e s im i l a r c o n c e n t r a t i o n s o f £
■
c o l i t h a n
t h e E C m e d i u m w h e n c o m p a r e d t o t h e C o l i l e r t s t a n d a r d , a n d b e c a u s e i t i s l e s s
e x p e n s i v e t h a n t h e E C m e d i u m .
6 . 2 C o n c e n t r a t i o n o f X - g l u c i n t h e M e d i a a n d I n c u b a t i o n T i m e
• V a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s o f t h e X - g l u c c h r o m o g e n i n t h e L T B m e d i u m w e r e
e v a l u a t e d t o d e t e r m i n e i f t h e y p r o d u c e d e a s i l y r e a d a b l e c o l o r - c h a n g e r e s u l t s a n d
s im i l a r c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i i n t h e C B T c o m p a r e d t o t h e C o l i l e r t QT a c r o s s 3
i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s o f 4 4 . 5
°
C
,
3 7
°
C
, a n d 2 7
°
C a n d t w o i n c u b a t i o n t im e s o f
2 4 a n d 4 8 h o u r s . C o n c e n t r a t i o n s e v a l u a t e d w e r e : I X (0 . 37 14 g / L ) , 0 . 5X (0 . 18 5 7
g /L ) , a n d 0 . 3 X (0 . 1 1 14 g /L ) .
• V a r y i n g t h e c o n c e n t r a t i o n o f X - g l u c i n L T B d i d n o t r e s u l t i n s i gn i f i c a n t l y
d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s o f E . c o l i i n t h e C B T a n d w h e n c o m p a r e d t o t h e C o l i l e r t
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QT s t a n d a r d a t t h e 4 4 . 5
° C i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e a f t e r 2 4 o r 4 8 h o u r s o f
i n c u b a t i o n t im e . A t t h e 3 7
°
C i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e , t h e l e v e l o f E c o l i d e t e c t e d
by t h e d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s o f X - g l u c a n d c o m p a r e d t o t h e C o l i l e r t QT w e r e
s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t a f t e r 2 4 h o u r s o f i n c u b a t i o n , b u t w e r e n o l o n g e r
s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t a f t e r 4 8 h o u r s o f i n c u b a t i o n A t t h e 2 7
° C i n c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e , l e v e l s o f E c o l i de t e c t e d b y t h e d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s o f X - g l u c
a n d c o m p a r e d t o t h e C o l i l e r t QT d i f fe r e d s i g n i fi c a n t l y a f t e r b o t h 2 4 a n d 4 8 h o u r s
o f i n c u b a t i o n H o w e v e r
,
a t t h i s t e m p e r a t u r e t h e 0 . 3 X X - g l u c g r o u p w a s n o t
s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t fr o m t h e C o l i l e r t QT g r o u p a f t e r 4 8 h o u r s o f i n c u b a t i o n .
• T h e r e f o r e
,
it i s r e c o m m e n d e d t h a t t h e 0 . 3 X c o n c e n t r a t i o n (0 . 1 1 14 g /L ) o f X - g l u c
i n t h e L T B m e d i u m b e u s e d i n t h e CB T b e c a u s e i t p r o d u c e d c o l o r - c h a n g e r e s u l t s
f o r E . c o l i t h a t w e r e v i s u a l l y e a s i l y i n t e r p r e t e d , a n d d i d n o t d e t e c t s i g n i fi c a n t l y
d i f f e r e n t l e v e l s o f E . c o l i c o m p a r e d t o t h e C o l i l e r t QT s t a n d a r d a t h ig h e r
i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s a f t e r 2 4 h o u r s o f i n c u b a t i o n t i m e , o r a t l o w e r i n c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e s a f t e r 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n t im e .
6
. 3 I n c u b a t i o n T e m p e r a t u r e
• E x p e r im e n t s u s i n g M o r g a n C r e e k n a t u r a l s u r f a c e w a t e r w e r e p e r f o r m e d i n t h e
C B T f o rm a t u s i n g a 0 3 X c o n c e n t r a fi o n (0 . 1 1 14 g /L ) o f X - g l u c i n L T B m e d i u m ,
a n d u s i n g C o l i l e r t i n t h e QT f o r m a t a t t h e d i f f e r e n t i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s o f
4 4 . 5 ' ' C
,
3 7 ° C
,
a n d 2 7
°
C .
• A t a n i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o f 4 4 5
° C fo r 2 4 h o u r s
,
c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i
p r o du c e d i n t h e C B T d i d n o t d i f f e r s i g n i fi c a n t l y f r o m t h e QT (p = 0 . 4 15 5 ) .
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• A t a n i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o f 3 7
°
C f o r 2 4 h o u r s
,
c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i
p r o d u c e d i n t h e C B T d i d n o t d i f f e r s i g n i fi c a n t l y f r o m th e QT (p = 3 5 0 1) (R e s u l t s
w e r e o n l y r e a d a ft e r 2 4 h o u r s r a t h e r t h a n 4 8 h o u r s b e c a u s e a f t e r 4 8 h o u r s
i n c u b a t i o n t im e a t t h e i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s o f 4 4 5
°
C a n d 3 7
° C
,
a l l
c o m p a r t m e n t s i n t h e C B T h a d t u r n e d p o s i t i v e . )
• A t a n i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o f 2 7
°
C f o r 4 8 h o u r s
,
c o n c e n t r a t i o n s o f E . c o l i
p r o d u c e d i n t h e C B T d i d n o t d i f f e r s i g n i f i c a n t l y f r o m t h e QT (p
= 0 . 3 12 5 ) . (R e s u l t s
w e r e o n l y r e a d a ft e r 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n t im e a t t h e i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e o f
2 7
°
C b e c a u s e a f t e r o n l y 2 4 h o u r s o f i n c u b a t i o n n o c o l o r - c h a n g e r e s u l t s w e r e
p r o d u c e d i n t h e C B T . )
• T h u s
,
i n o r d e r t o a c c u r a t e ly q u a n t i fy t h e l e v e l o f Z c o l i i n a s a m p l e o f w a t e r , i t i s
r e c o m m e n d e d t h a t t h e C B T r e s u l t s b e r e a d a ft e r 2 4 h o u r s i f i n c u b a t e d a t
t e m p e r a t u r e s b e t w e e n 3 7
° C - 4 4
. 5
' ' C ; a n d t h e y s h o u l d b e r e a d a ft e r 4 8 h o u r s i f
i n c u b a t e d a t t e m p e r a t u r e s m u c h l o w e r t h a n 3 7
° C
6 . 4 I s o l a t i o n a n d B i o c h e m i c a l I d e n t i fi c a t i o n o f B a c t e r i a f r o m C B T s
• B a s e d o n i s o l a t i o n a n d b i o c h e m i c a l i d e n t i fi c a t i o n o f b a c t e r i a f r o m p r e s u m p t i v e
p o s i t i v e a n d n e g a t i v e C B T c o m p a r tm e n t s , a ft e r 2 4 h o u r s t h e s e n s i t i v i t y i n t h e
C B T w a s 6 3% , t h e s p e c i fi c i t y w a s 10 0% , t h e P PV w a s 10 0% , th e N P V w a s 4 2% ,
t h e f a l s e p o s i t i v e r a t e w a s 0 , t h e f a l s e n e g a t i v e r a t e w a s 3 6 . 8 4%) , a n d t h e a c c u r a c y
w a s 7 1% .
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• A ft e r 4 8 h o u r s , t h e s e n s i t i v i t y w a s 7 2 % , t h e s p e c i f i c i t y w a s 1 0 0% , t h e P PV w a s
10 0%)
,
t h e N PV w a s 5 5 %
,
t h e f a l s e p o s i t i v e r a t e w a s 0 , t h e f a l s e n e g a t i v e r a t e w a s
2 8% , a n d t h e a c c u r a c y w a s 7 9%) .
• T h e s e r e s u l t s t e n t a t i v e ly s h o w t h a t t h e C B T m e th o d g i v e s r e a s o n a b ly g o o d
s e n s i t i v i t y a n d v e r y g o o d s p e c i f i c it y i n q u a n t i fy i n g l e v e l s o f E c o l i ; h o w e v e r ,
f u r t h e r e v a l u a t i o n m u s t b e d o n e t o v e r i f y a n d i n c r e a s e t h e p o w e r o f t h e s e
a n a l y s e s .
• B a s e d o n E n t e r o t u b e b i o c h e m i c a l t e s t i n g o f 8 4 5 p r e s u m p t i v e E c o l i i s o l a t e s f r o m
p o s it i v e c o m p a r tm e n t s , t h e C B T p r o d u c e d 9 5 . 7%) c o n f i r m e d E c o l i i n p o s i t i v e
c o m p a r tm e n t s ; 4 . 3 %) o f p o s i t i v e c o m p a r tm e n t s d i d n o t c o n t a i n E c o l i .
• T h e C B T s h o w e d a s t r o n g a b i l i t y t o a c c u r a t e l y d e t e c t t h e p r e s e n c e o f E c o l i b y
t h e c o l o r - c h a n g i n g B e t a - g l u c u r o n i de s u b s t r a t e m e t h o d . H o w e v e r , i t i s
r e c o m m e n d e d th a t f u r t h e r t e s t i n g b e d o n e t o c o n f i r m t h e s e n s i t i v it y a n d
s p e c i f i c i t y o f t h e C B T Sp e c i fi c a l l y r e c o m m e n d e d i s a d d i t i o n a l b i o c h e m i c a l
t e s t i n g o f b a c t e r i a i s o l a t e s o f p r e s u m p t i v e n e g a t i v e c o m p a r t m e n t s i n t h e CB T
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A p p e n d i x
C a l c u l a t i o n s
i . C o s t p e r u n i t C B T
B a g : $0 . 3 2 e a c h
C o l l e c t i o n c u p : $0 . 16 e a c h
G l o v e s : $0 . 13 p e r p a i r
C h l o r i n e t a b l e t : $0 . 0 9 e a c h
L T B m e d i u m : $0 . 3 7 p e r 10 0 m L s a m p l e
X - g l u c : $0 . 6 6 p e r 10 0 m L s a m p l e , u s i n g a 0 . 3X c o n c e n t r a t i o n
*
T O T A L : $ 1 7 3 p e r 1 00 m L C B T
i i . C o s t o f L T B a n d E C M e d i a
L T B : c o s t t o l a b i s $5 2 . 8 5 p e r 5 00 g b o t t l e
U s e i s 3 5 6 g / 1 0 0 m L
($5 2 . 8 5 x 3 . 5 6 g )/ 5 0 0 g = $0 . 3 7 / 10 0 m L
E C : c o s t t o l a b i s $74 . 17 p e r 5 0 0 g b o t t l e
U s e i s 3 . 7 g / 10 0 m L
($7 4 . 17 x 3 . 7 g )/ 5 0 0 g = $0 . 5 5 / 10 0 m L
i i i . C o s t o f X - g l u c
(A l l c o s t c a l c u l a t i o n s a r e b a s e d o n th e p r i c e o f $5 9 p e r g r a m o f X - g l u c , w h i c h i s t h e p r i c e
i f o r d e r e d i n 3 0 0 g b u l k a m o u n t s f r o m G o l d B i o t e c h n o l o g y , I n c . )
I X c o n c e n t r a t i o n : 0 . 3 7 14 g / L
= > 0 . 0 3 7 14 g / 10 0 m L x $5 9 / g = $2 19 p e r 10 0 m L C B T
0 . 5 X c o n c e n t r a t i o n : 0 . 1 8 5 7 g /L = > 0 . 0 18 5 7 g / 10 0 m L x $ 5 9/ g = $ 1. 0 9 p e r 10 0 m L C B T
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* 0 . 3X c o n c e n t r a t i o n : 0 . 1 1 14 g / L = > 0 . 0 1 1 14 g / l OO m L x $5 9 / g
= $ 0 . 6 5 p e r 10 0 m L
CB T
O. I X c o n c e n t r a t i o n : 0 . 0 3 7 14 g / L = > 0 . 0 0 3 7 14 g / 10 0 m L x $5 9 /g
= $0 . 2 2 p e r 10 0 m L
C B T
iv . A m o u n t o f X - g l u c A d d e d t o M e d i a
I X : (0 . 3 7 14 g / 10 0 0 m L ) x (X / 6 50 m L ) = > X = 0 . 2 4 14 g / 6 50 m L s a m p l e
0 . 5X : (0 . 18 5 7 g / 10 0 0 m L ) x (X / 6 5 0 m L ) = > X = 0 . 1 2 0 7 g / 6 5 0 m L s a m p l e
0 . 3X : (0 . 1 1 14 g / 10 0 0 m L ) x (X / 6 5 0 m L ) = > X = 0 . 0 7 2 4 g /6 5 0 m L s a m p l e
O I X : (0 . 0 3 7 14 g / 10 0 0 m L ) x (X / 6 5 0 m L ) = > X = 0 . 0 2 4 14 g /6 5 0 m L s a m p l e
V . S e n s i t i v i t y a n d S p e c i fi c i t y
C a l c u l a t i o n s f o r s e n s i t i v i t y , s p e c i f i c i t y , p o s i t i v e p r e d i c t i v e v a l u e s (P P V ) a n d n e g a t i v e
p r e d i c t i v e v a l u e s (N P V ) w e r e m a d e a c c o r d i n g t o t h e f o l l o w i n g t a b l e :
T a b l e 1 5 . S e n s i t i v i t y , S p e c i f i c i t y , P PV , a n d N P V C a l c u l a t i o n s
E . c o l i O u t c o m e ( a s
c o n f i r m e d o n B io Ra d Ra p id
E . c o l i a g a r )
Po s i t i v e N e g a t iv e
C B T
O u t c o m e
Po s it iv e T P FP
P PV =
T P / (T P + F P )
N e g a t i v e FN T N
N P V =
T N / ( FN +
T N )
S e n s i t iv i t y =
T P/ (T P +
F N )
S p e c i f i c i t y =
T N / ( F P +
T N )
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R e f e r e n c e s
A s h b o l t
,
N . J .
,
G r a b o w
,
W . O . K . , & Sn o z z i , M . (2 0 0 1) . I n d i c a t o r s o f m i c r o b i a l w a t e r
q u a l i t y W a t e r Q u a l i t y : G u i d e l i n e s , S t a n d a r d s a n d H e a l t h A s s e s s m e n t o f R i s k a n d
R i s k M a n a g e m e n t f o r W a t e r - R e l a t e d I n f e c t i o u s D i s e a s e , 2 8 9 - 3 15
U n i t e d N a t i o n s G e n e r a l A s s e m b l y (2 0 0 0 ) U n i t e d N a t i o n s m i l l e n n i u m d e c l a r a t i o n .
U n i t e d N a t i o n s
,
D e p t . o f P u b l i c I n f o r m a t i o n .
B e a g l e h o l e , R . , I r w i n , A . , & P r e n t i c e , T . T h e W o r l d H e a l t h R e p o r t 2 0 0 4 : C h a n g i n g
H i s t o r y . W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n .
B e l t , K . T . , H o h n , C , G b a k im a , A . , & H i g g i n s , J . A . (2 0 0 7 ) . I d e n t i f i c a t i o n o f c u l t u r a b l e
s t r e a m w a t e r b a c t e r i a f r o m u r b a n
,
a g r i c u l t u r a l , a n d f o r e s t e d w a t e r s h e d s u s i n g 16 S
r R N A g e n e s e q u e n c i n g . J o u r n a l o f Wa t e r a n d H e a l t h, J (3 ) , 3 9 5 - 4 0 6 .
B r e n n e r , K . , R a n k i n , C , R o y b a l , Y . , St e lm a Jr , G . , S c a r p i n o , P . , & D u f o u r , A . ( 19 9 3) .
N e w m e d i u m f o r t h e s im u l t a n e o u s d e t e c t i o n o f t o t a l c o l i f o r m s a n d e s c h e r i c h i a c o l i
i n w a t e r . A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y , 5 9 { \ 1 ) , 3 5 3 4 .
B r e n n e r
,
K .
,
R a n k i n
,
C
,
S i v a g a n e s a n , M . , & S c a r p i n o , P . ( 19 9 6 ) . C o m p a r i s o n o f t h e
r e c o v e r i e s o f e s c h e r i c h i a c o l i a n d t o t a l c o l i f o r m s f r o m dr i n k i n g w a t e r b y th e M I
a g a r m e t h o d a n d th e U S e n v i r o n m e n t a l p r o t e c t i o n a g e n c y - a p p r o v e d m e m b r a n e
fi l t e r m e t h o d . A p p l i e d a n d E n v ir o n m e n t a l Mi c r o b i o l o g y , 6 2 ( 1) , 2 0 3 .
B r o w n
,
J .
,
S o b s e y , M . D . , & L o o m i s , D . (2 0 0 8 ) . L o c a l d r in k i n g w a t e r fi l t e r s r e d u c e
d i a r r h e a l d i s e a s e i n c a m b o d i a : A r a n d o m i z e d , c o n t r o l l e d t r i a l o f t h e c e r a m i c w a t e r
p u r i fi e r . T h e A m e r i c a n J o u r n a l o f T r o p i c a l M e d i c i n e a n d H y g i e n e , 7 9 (3 ) , 3 94 .
C h a n g , G . , B r i l l , J , & L u m , R . ( 19 8 9 ) . P r o p o r t i o n o f b e t a - D - g l u c u r o n i d a s e - n e g a t i v e
E s c h e r i c h i a c o l i i n h u m a n f e c a l s a m p l e s A p p l i e d a n d E n v ir o n m e n t a l
M i c r o b i o l o g y , 5 5 (2 ) , 3 3 5 .
C h e u n g , W . , H a , D , Y e u n g , K . , & H u n g , R . ( 19 9 1 ) . M e t h o d s f o r e n u m e r a t i n g
E s c h e r i c h i a c o l i i n s u b t r o p i c a l w a t e r s . Ep i d e m i o l o gy a n d I nf e c t i o n , 1 0 6 (2 ) , 3 4 5 .
C o c h r a n
,
W . G . ( 19 5 0 ) . E s t im a t i o n o f b a c t e r i a l d e n s i t i e s b y m e a n s o f t h e
" m o s t p r o b a b l e
n v Lv a h Q x .
'" B i o m e t r i c s , 6 (2 ) , 10 5 - 1 16 .
C u r t i s , v , & C a im c r o s s , S . (2 0 0 3 ) . E ff e c t o f w a s h i n g h a n d s w i t h s o a p o n d i a r r h o e a r i s k
i n t h e c o m m u n i t y : A s y s t e m a t i c r e v i e w . Th e L a n c e t I n f e c t i o u s D i s e a s e s , 3 (5 ) , 2 7 5 -
2 8 1 .
E a t o n , A . D . , & F r a n s o n , M . A . H . (2 0 0 5 ) . St a n d a r d m e th o d s f o r t h e E x a m i n a t i o n o f
W a t e r & W a s t e w a t e r A m e r P u b l i c H e a l t h A s s n .
F e n g , P . , & H a r tm a n , P . ( 19 8 2 ) . F l u o r o g e n i c a s s a y s f o r im m e d i a t e c o n fi r m a t i o n o f
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